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Os eritrócitos são células altamente especializadas, continuamente expostas ao 
estresse oxidativo. No eritrócito humano maduro, o estresse oxidativo leva à 
formação de meta-hemoglobina (meta-Hb) que, por sua vez, aumenta a produção de 
espécies reativas de oxigênio (ERO), ocasionando mudanças no citoesqueleto da 
membrana eritrocitária e hemólise. A compreensão dos mecanismos que levam ao 
estresse oxidativo tem esclarecido muitos dos processos que levam à lesão e morte 
celular. O presente estudo teve como objetivo avaliar a ação da vitamina C e da 
hidroxiureia (HU) no metabolismo oxidativo de eritrócitos normais expostos a 
agentes oxidantes, in vitro. Foram obtidas amostras de sangue de 24 indivíduos 
considerados normais, selecionados entre estudantes e servidores da Universidade 
Federal do Paraná (UFPR), conforme aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do 
Setor de Ciências da Saúde da UFPR. Os eritrócitos foram incubados com 
vitamina C ou HU e, posteriormente, com os agentes oxidantes terc-
butilhidroperóxido (t-BHP) ou 2,2’azobis (2-metil-propionamidina) dihidrocloro 
(AAPH). Foram realizadas determinações de concentrações de glutationa reduzida 
(GSH), meta-Hb, ERO, substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 
porcentagens de hemólise e atividades da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase 
(G6-PD) no estado basal e após ação dos agentes oxidantes, com ou sem proteção 
pela vitamina C ou HU. Houve diminuição nos níveis basais de GSH de 96% em 
amostras incubadas com t-BHP, 1 mmol/l (de 6,8 ± 1,4 para 0,3 ± 0,1 µmoles/g Hb), 
sem influência de incubação prévia com vitamina C ou HU. Observou-se aumento de 
cerca de 3 vezes na formação de meta-Hb em amostras incubadas com t-BHP, 
2 mmoles/l (de 2,8 ± 0,3 para 9,1 ± 2,5%), sem influência de incubação prévia com 
vitamina C ou HU. A formação de ERO basal (1535 ± 522 UF/g Hb) aumentou 
aproximadamente 30 vezes em amostras incubadas com t-BHP, 175 µmoles/l 
(42716 ± 13608 UF/g Hb), observando-se proteção com aumento de apenas 9 e 
10 vezes, quando se incubou previamente com vitamina C, 50 µmoles/l 
(13122 ± 5617 UF/g Hb) e HU, 2 mmoles/l (16025 ± 6008 UF/g Hb),respectivamente.
Houve aumento na formação de TBARS de aproximadamente 3 vezes em amostras 
incubadas com t-BHP, 2 mmoles/l (de 56,7 ± 15,6 para 167,0 ± 52,7 nmoles/g Hb) e, 
respectivamente, de 1,2 e 1,5 vezes em amostras previamente tratadas com 
vitamina C, 10 mmoles/l (69,1 ± 18,3 nmoles/g Hb) e HU, 1 mmol/l 
(85,7 ± 27,6 nmoles/g Hb). A porcentagem de hemólise aumentou de 7 para 86,6% 
em eritrócitos normais incubados com AAPH, 200 mmoles/l, e para 8,8 e 33,9%, 
quando previamente incubadas com vitamina C, 10 mmoles/ e HU, 1 mmol/l, 
respectivamente. Houve diminuição da atividade de G6-PD de 63% nas amostras 
tratadas com t-BHP, 5 mmoles/l (de 7,0 ± 0,9 para 2,6 ± 0,8 UI/g Hb) e cerca de 58 e 
42% nas amostras tratadas com vitamina C, 10 mmoles/l (2,9 ± 0,6 UI/g Hb) e HU, 
1 mmol/l (4,1 ± 0,6 UI/g Hb), respectivamente. Foi observado que vitamina C e HU, 
nas concentrações testadas, possuem capacidade de prevenir parcialmente danos 
oxidativos induzidos in vitro, observados principalmente pela formação de TBARS e 
ERO e pelas porcentagens de hemólise. A partir dos resultados obtidos, sugere-se 
que o uso terapêutico de vitamina C ou de HU pode se correlacionar com menor 
estresse oxidativo e melhora na defesa antioxidante. 
 
 






Red blood cells are highly specialized cells continuously exposed to oxidative stress.  
In mature human erythrocyte the oxidative stress leads to formation of 
methemoglobin (metHb) which, in turn, increases the production of reactive oxygen 
species (ROS), causing changes in erythrocyte membrane cytoskeleton and 
hemolysis. Knowledge of the mechanisms that lead to oxidative stress has clarified 
many of the processes that cause injury and cell death. The aim of this study was to 
evaluate the action of vitamin C and hydroxyurea (HU) in the oxidative metabolism of 
normal erythrocytes exposed to oxidizing agents in vitro. Blood samples were 
obtained from 24 individuals considered normal, selected among students and 
servers of Universidade Federal do Paraná (UFPR). Red blood cells were incubated 
with vitamin C or HU and subsequently with the oxidizing agents tert-
butylhydroperoxide (tBHP) or 2,2′azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride 
(AAPH). Concentrations of reduced glutathione (GSH), metHb, ROS, thiobarbituric 
acid reactive substances (TBARS), percentages of hemolysis, and activities of the 
enzyme glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6-PD) in the basal state and after 
oxidizing agent actions, with or without the protection action of vitamin C or HU were 
determined. There was decrease in basal levels of GSH up to 96% in samples 
incubated with tBHP, 1 mmol/l (6.8 ± 1.4  to 0.3 ± 0.1 µmol/g Hb), without influence of 
prior incubation with vitamin C or HU. It was observed an increase of about 3 times in 
the formation of metHb in samples incubated with tBHP, 2 mmol/l (2.8 ± 0.3 to 9.1 ± 
2.5%), without influence of prior incubation with vitamin C or HU. Formation of basal 
ROS (1535 ± 522 FU/g Hb) was approximately 30 times higher in samples incubated 
with tBHP, 175 µmol/l (42716 ± 13608 FU/g Hb), and; 9 and 10 times in samples 
incubated with vitamin C, 50 µmoles/l (13122 ± 5617 FU/g Hb) and HU, 2 mmol/l 
(16025 ± 6008 FU/g Hb), respectively. There was an increase in TBARS formation of 
approximately 3 times in samples incubated with tBHP, 2 mmol/l (56.7 ± 15.6 to 
167.0 ± 52.7 nmol/g Hb), respectively, and 1.2 and 1.5 times in samples treated with 
vitamin C, 10 mmol/l (69.1 ± 18.3 nmol/g Hb) and HU, 1 mmol/l 
(85.7 ± 27.6 nmol/g Hb). The percentage of hemolysis increased from 7 to 86.6% in 
normal erythrocytes incubated with AAPH, 200 mmol/l, and to 8.8 and 33.9%, when 
treated with vitamin C, 10 mmol/ and HU, 1 mmol/l, respectively. There was 
decreased activity of G6-PD of 63% in samples treated with tBHP, 5 mmol/l (7.0 ± 0.9 
to 2.6 ± 0.8 IU/g Hb) and about 58 and 42% in samples treated with vitamin C, 10 
mmol/l (2.9 ± 0.6 IU/g Hb) and HU, 1 mmol/l (4.1 ± 0.6 IU/g Hb), respectively. It was 
observed that vitamin C and HU, in the concentrations tested, have ability to partially 
prevent oxidative damage induced in vitro, observed primarily by the TBARS and 
ROS formation, and the percentages of hemolysis. From the results obtained, it is 
suggested that the therapeutic use of vitamin C or HU could correlate with lower 
oxidative stress and it improves antioxidant defense. 
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O eritrócito humano, antes de tornar-se uma célula madura, passa por vários 
estágios de desenvolvimento, até sua liberação da medula óssea para o sangue 
circulante. Sua principal função no organismo é o transporte de oxigênio (O2) aos 
tecidos através da hemoglobina (Hb) (GREER et al., 2003).  
Os distúrbios hereditários das hemoglobinas são as doenças genéticas mais 
frequentes no homem e mais difundidas no mundo (MODELL et al., 2001). A doença 
falciforme (DF) é uma das doenças genéticas mais prevalentes no Brasil, sendo um 
termo genérico que engloba um grupo de anemias hemolíticas hereditárias 
caracterizadas pela alteração estrutural na cadeia da β-globina (GALIZA NETO; 
PITOMBEIRA, 2003; Di NUZZO; FONSECA, 2004; LOBO; MARRA; SILVA, 2007). 
No Estado do Paraná, observou-se prevalência da anemia falciforme (AF) de 
2,2:100 mil nascidos vivos, com maior incidência nas regiões norte-noroeste 
(WATANABE et al., 2008). 
Na DF, o estresse oxidativo celular é maior e pode desempenhar um papel 
importante em sua fisiopatologia. Quando o eritrócito está sob estresse oxidativo, as 
lesões eritrocitárias podem acontecer devido à oxidação da Hb a meta-hemoglobina 
(meta-Hb), ao ataque de radicais livres (RL) aos ácidos graxos poli-insaturados ou 
às proteínas da membrana ou, ainda, devido à extensa hemólise (WINTERBOURN, 
1990; BRACCI; PERRONE; BUONOCORE, 2002; HASANATO, 2006). 
O eritrócito possui uma rede de mecanismos de defesa altamente evoluída e 
bem integrada, que o capacita a suportar o estresse oxidativo (ASLAN; 
THORNLEYBROWN; FREEMAN, 2000). Esses mecanismos de proteção incluem 
sistemas enzimáticos e não enzimáticos.  
A vitamina C é amplamente empregada em medicamentos, nutracêuticos e 
alimentos funcionais, devido a sua elevada capacidade antioxidante. Além disso, 
diversos autores sugerem o emprego dessa vitamina no tratamento de pacientes 
portadores de doenças hemolíticas diversas (CHAN et al., 1999; JAJA et al. 2002).  
A hidroxiureia (HU) tem sido alvo de interesse científico há mais de 100 anos. 
A administração da HU, atualmente, é considerada a mais importante terapia para a 
AF. Os efeitos farmacológicos que contribuem para a sua eficácia terapêutica 




água no interior do eritrócito e a diminuição da adesão do eritrócito ao endotélio pela 
redução de moléculas de adesão endotelial (SILVA et al., 2011). 
O entendimento dos mecanismos relacionados ao estresse oxidativo e de 
suas consequências para o organismo na AF é fundamental para a pesquisa de 
novas estratégias de conduta, para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.   
Este estudo tem o objetivo de levantar informações quanto ao efeito in vitro 
da vitamina C e da HU em eritrócitos tratados com substâncias oxidantes em relação 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 O ERITRÓCITO HUMANO 
O eritrócito humano é uma célula anucleada, altamente especializada, que 
apresenta a função vital de transportar O2 aos tecidos, através da hemoglobina (Hb). 
Possui forma de disco bicôncavo, elevada flexibilidade e pode atravessar pequenos 
vasos e capilares, mantendo-se íntegro. O formato da célula é mantido por uma 
variedade de condições, incluindo força elástica entre a membrana superficial, 
pressão osmótica e a presença de proteínas poliméricas e, em condições normais, 
permanece na circulação por cerca de 120 dias (DACIE; LEWIS, 1995; SIMMONS, 
1997; PERKINS, 2003). 
O eritrócito apresenta cerca de 7 µm de diâmetro, com a borda mais escura, 
medindo aproximadamente 2,6 µm, e a região central mais clara, com 0,8 µm. É 
uma célula que apresenta excesso de membrana citoplasmática em relação ao 
conteúdo hemoglobínico que transporta e que, à medida que circula, perde porções 
da membrana citoplasmática, adquirindo a forma de esferócito (LORENZI, 2006).  
Os eritrócitos são formados a partir de células-tronco precursoras chamadas 
hemocitoblastos. No processo normal de maturação, a célula-tronco produz células-
filhas, que formam grandes quantidades de Hb e depois perdem suas organelas 
internas. Portanto, os eritrócitos são células vestigiais incompletas, incapazes de se 
reproduzir (NELSON; COX, 2006).  
Antes de sua liberação da medula óssea para o sangue circulante, o 
eritrócito passa por alguns eventos, como a perda do núcleo e de organelas e 
diminui o seu tamanho em relação aos precursores mais jovens, tornando-se cada 
vez mais hábil para exercer sua principal função no organismo, o transporte de 
gases (GREER et al., 2003). 
O eritrócito precisa de energia – na forma de adenosinatrifosfato (ATP), de 
coenzimas, como nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH), e nicotinamida 
adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) – para se manter circulando por meses em 
seu estado funcional frente a repetidas exposições a lesões mecânicas e/ou 
metabólicas.  Desta forma, torna-se vital ao funcionamento do metabolismo aeróbico 
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dos tecidos, realizando o transporte de O2 através da Hb. Além disso, através de seu 
metabolismo ativo, o eritrócito mantém o equilíbrio fisiológico, protegendo a Hb de 
agentes oxidantes e fazendo-a voltar ao normal quando alterada (NAOUM, 1997; 
STEINBERG; BENZ JR, 2000; TELEN; KAUFMAN, 2003). 
No citosol do eritrócito, a Hb encontra-se em maior concentração, de cerca 
de 95%. Não existem organelas intracelulares, como mitocôndrias, lisossomos e 
aparelho de Golgi, tornando o eritrócito incapaz de sintetizar novas proteínas, 
realizar reações oxidativas associadas com mitocôndrias ou sofrer mitoses. No 
entanto, constitui um complexo funcional importante no corpo humano (TELEN; 
KAUFMAN, 2003). 
O papel fisiológico do eritrócito depende de suas características 
morfológicas, reológicas e de uma relação perfeita entre superfície e volume, que o 
tornam ideal para manter a vida através do transporte de O2 aos tecidos. Esta 
importância, aliada à relevância de estudos sobre patologia eritrocitária e 
preservação de eritrócitos in vitro, tem despertado o interesse de muitos 
pesquisadores (HANDIN; LUX; STOSSEL, 1995; CICCOLI et al.,1999).  
A morfologia, a fisiologia e o metabolismo eritrocitários têm sido estudados 
em diversas áreas de conhecimento, com vários fins, em campos como a 
hemoterapia, o controle de qualidade em hematologia, a farmacologia, a bioquímica, 
a imunologia e a patologia clínica (BEUTLER, 1984; OLIVIERI et al., 1990; LIU et al., 
1992; SIGNORINI et al., 1995; SILVA et al., 2000).  
2.1.1 Membrana eritrocitária 
Os eritrócitos são altamente deformáveis, a fim de poderem circular através 
de vasos capilares, cuja luz é bem inferior ao seu diâmetro. Os eritrócitos passam 
apertados por esses capilares, mas readquirem depois, nos vasos maiores, seu 
diâmetro inicial. A capacidade de deformação dos eritrócitos decorre da estrutura 
complexa de sua membrana (LORENZI, 2006). 
A membrana tem papel chave na manutenção da forma do eritrócito, sendo 
constituída por uma bicamada lipídica, com 42% de lipídeos, 52% de proteínas e 7% 
5 
 
Revisão de literatura 
de carboidratos (Figura 1). Os lipídios são constituídos, principalmente, de colesterol 
não esterificado e fosfolipídios (FL), em concentrações equimoleculares. Os FL 
constituem a bicamada lipídica, com sua porção polar hidrofílica interagindo com o 
ambiente aquoso dos meios intra e extracelular, enquanto a cadeia apolar, 
hidrofóbica é voltada para o interior da membrana (HARRIS, 1991; ALBERTS et al., 
1999).  
A distribuição dos FL na bicamada dos eritrócitos é assimétrica: quase toda 
a esfingomielina (EM) e fosfatidilcolina (FC), ambas redutoras da fluidez da 
membrana, são encontradas do seu lado externo. Em contraste, fosfatidilserina (FS), 
fosfatidiletanolamina (FE) e fosfatidilinositol (FI), responsáveis por membranas mais 
fluidas, são preferencialmente encontrados no lado citosólico da membrana. As 
ligações hidrofóbicas fracas, que se estabelecem pela proximidade entre as cadeias 
de ácidos graxos, permitem maior fluidez e mobilidade lateral entre as duas 
camadas. Podem haver trocas espontâneas de posição entre FL internos e externos 
da bicamada, processo denominado flip-flop. A distribuição dos lipídios pode estar 
relacionada com a curvatura da membrana, e sua peroxidação leva à rigidez da 
membrana, diminui a deformabilidade e induz à desidratação celular (JAIN et al., 
1983; LODISH, 2004). 
A membrana eritrocitária possui grande variedade de proteínas, que podem 
ser estruturalmente classificadas em dois grandes grupos: as integrais ou intrínsecas 
e as periféricas ou extrínsecas. As proteínas integrais estão imersas em forma de 
blocos firmemente associadas aos lipídios e só podem ser separadas da fração 
lipídica através do emprego de detergentes. Já as proteínas extrínsecas que 
compõem o citoesqueleto, uma verdadeira malha que constitui uma espécie de 
concha para o material intracelular, podem ser isoladas facilmente, bastando reduzir 
a concentração iônica da solução aquosa de extração (HANDIN; LUX; STOSSEL, 
1995). 
As proteínas periféricas são representadas pelas espectrinas, anquirinas, 
bandas 4.1, 4.2, 4.9, 5, aducina, bandas 6 e 7. A interação dessas proteínas do 
citoesqueleto com a bicamada lipídica e com as proteínas integrais da membrana é 
responsável pela flexibilidade e deformabilidade do eritrócito. As proteínas integrais, 
representadas pela banda 3, glicoforinas e banda 4.5, possuem funções variadas, 
entre elas, transporte iônico e ancoragem da membrana ao citoesqueleto, além de 
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apresentarem sítios para a ligação de antígenos, enzimas e Hb (HANDIN; LUX; 
STOSSEL, 1995). 
O citoesqueleto dos glóbulos vermelhos é responsável pela forma bicôncava 
normal, ou mesmo por formas anormais, em caso de defeitos genéticos, e 
representa por si só 60% da massa proteica da membrana. Modificações na forma 
normal do eritrócito – de discócito – podem indicar a diminuição da eficiência 
metabólica ou a ação de certos compostos, resultando em uma alteração na tensão 
existente entre o gel proteico do citoesqueleto e a bicamada lipídica (BEUTLER 
et al., 1995; MURADOR; DEFFUNE, 2007). 
O controle da forma eritrocitária depende de fatores como a interação entre 
citoesqueleto e bicamada lipídica, da disponibilidade energética e de agentes 
externos. Quando ocorre uma expansão da porção externa da bicamada lipídica, o 
resultado é a formação do equinócito. A expansão da porção interna, por sua vez, 
forma o estomatócito. Tais formas são reversíveis e interconversíveis. Entretanto, no 
caso do aumento da viscosidade e rigidez da membrana, as formas anteriores 
podem transformar-se em uma célula danificada irreversivelmente e altamente 
suscetível à hemólise, o esferócito (CHAILLEY et al., 1973; LANGE; SLAYTON, 





FIGURA 1 – REPRESENTAÇÃO DA MEMBRANA ERITROCITÁRIA 
        FONTE: RED CELL BIOLOGY (2011)  
NOTA: A membrana plasmática é composta de carboidratos,  
lipídios (fosfolipídios e colesterol), e proteínas (integrais e periféricas). 
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2.1.2 Hemoglobina (Hb) 
A Hb, proteína transportadora de O2, íons hidrogênio (H
+) e outros gases, 
como o dióxido de carbono (CO2), constitui cerca de 95% da fração proteica 
presente no citosol do eritrócito. As outras proteínas são enzimas requeridas para a 
produção de energia e para a manutenção da hemoglobina na forma reduzida, seu 
estado funcional (GREER et al., 2003).  
A Hb apresenta peso molecular de 64,5 kDa e é uma molécula esférica com 
o diâmetro molecular máximo de 6,4 nm. A sua estrutura é de uma proteína 
esferoide, globular, formada por quatro subunidades, compostas de dois pares de 
cadeias globínicas, polipeptídicas, sendo um par denominado de cadeias do tipo alfa 
(α) e o outro de cadeias do tipo não-alfa (beta–β, delta–δ, gama–γ ou epsílon–ε). 
Cada cadeia polipeptídica da globina é composta por uma sequência de 
aminoácidos, tendo as cadeias α 141 aminoácidos e as cadeias não-alfa, 146. As 
combinações entre as diversas cadeias de proteínas dão origem às diferentes Hb 
presentes nos eritrócitos desde o período embrionário até a fase adulta, produzidas 
no decorrer das distintas etapas do desenvolvimento humano. (SIMMONS, 1997; 
GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003). 
As Hb constituem arranjos tetraméricos de cadeias (α2β2 = Hb A1; 
α2δ2 = HbA2, e; α2γ2= Hb F). Ao nascimento, ainda predomina a Hb F, que diminui 
gradativamente até aproximadamente a vigésima oitava semana de vida, quando as 
concentrações das Hb chegam às proporções do adulto, de 96 a 98% para Hb A1; de 
2 a 3,7% para Hb A2 e de até 1% para Hb F (STAMATOYANNOPOULOS, 1992; 
STRYER, 1995; GREER et al., 2003).  
O O2 é pouco solúvel em soluções aquosas e não conseguiria ser 
transportado aos tecidos em quantidades suficientes se fosse simplesmente 
dissolvido no sangue. Cada uma das quatro cadeias da Hb contém um grupo 
prostético, o heme, o qual está localizado em fendas apolares próximas da face 
externa da molécula, uma em cada subunidade (Figura 2). O grupamento heme é 
constituído por uma estrutura orgânica complexa em anel, a protoporfirina, à qual se 
liga um único átomo de ferro (Fe). O Fe, na sua forma ferrosa (Fe2+), é capaz de 
ligar-se reversivelmente a uma molécula de O2 e de liberá-lo aos tecidos quando há 
aumento do pH, da temperatura e da concentração de 2,3-bisfosfoglicerato  
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(2,3-BPG). Este último é um fosfato orgânico produzido no ciclo de Luebering-
Rapoport, um desvio da via glicolítica exclusivo do eritrócito (STRYER, 1995; 
GREER et al., 2003; NELSON; COX, 2006). 
Algumas doenças hematológicas são devidas a defeitos hereditários na 
síntese de Hb, e estes são determinados por alterações nos genes responsáveis 
pela produção das globinas. A AF é um exemplo clássico da produção de uma Hb 
com uma alteração mínima em sua estrutura, porém, capaz de determinar, sob 
certas circunstâncias, uma singular interação molecular com drástica redução em 






2.1.3 Metabolismo energético do eritrócito 
 
 
Eritrócitos humanos, como os da maioria dos animais, são anucleados. 
Entretanto, não são metabolicamente inertes. ATP é sintetizado através da glicólise, 
sendo importante nos processos que auxiliam o eritrócito a manter sua forma 
bicôncava e nos que regulam o transporte de íons. A entrada de glicose para o meio 
intracelular ocorre por difusão facilitada, por intermédio de transportadores de 
FIGURA 2 – ESTRUTURA DA HEMOGLOBINA A 
FONTE: MADER (1997) 
NOTA: A molécula de hemoglobina A contém duas cadeias de 
globina  e duas cadeias de globina ß. Cada uma das quatro 
cadeias polipeptídicas contém um grupamento heme 
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membrana tipo GLUT1, independentes de insulina (GANONG, 1999; MURRAY, 
2003). 
Como o eritrócito maduro não possui mitocôndrias, sua energia é obtida pela 
via glicolítica anaeróbia (Embden-Meyerhof) (Figura 3). Sob circunstâncias normais, 
cerca de 90% da glicose da hemácia é metabolizada pela via anaeróbia e 10% pela 
via não produtora de ATP. O contrário ocorre em condições de estresse oxidativo, 
nas quais a via de oxidação das pentoses pode ser responsável por até 90% do 
consumo de glicose (GREER et al., 2003). 
Baixos níveis de ATP acarretam modificações danosas para a célula, tais 
como a diminuição da atividade da bomba Na+/K+- ATPase e a da capacidade de 
síntese e reacilação de FL (GRIMES, 1980). 
Na via glicolítica, três produtos importantes são formados: NADH, co-fator 
para redução de meta-Hb; ATP, como fonte de energia; e 2,3-BPG, um regulador 
importante para a função da Hb. Para cada molécula de glicose metabolizada, duas 
moléculas de NADH são geradas (GREER et al., 2003; TELEN; KAUFMAN, 2003). 
O NADH é essencial para manter o Fe do heme no estado reduzido, um 
processo enzimático que é mediado pela meta-hemoglobinaredutase (meta-
Hbredutase). A oxidação do Fe do heme à sua forma férrica (Fe3+) produz meta-Hb, 
que não transporta O2 e acumula-se nos eritrócitos (PERCY; McFERRAN; LAPPIN, 
2005; CIESLA, 2007). 
Os rendimentos de ATP e 2,3-BPG variam, dependendo da atividade do 
desvio de Luebering-Rapoport, uma via colateral que só ocorre no eritrócito. Esse 
rendimento pode, entretanto, estar diminuído pelo grau de formação de 2,3-BPG. 
Por essa razão, a etapa de formação do 2,3-BPG é chamada de embreagem 
energética (BEUTLER et al., 1995; GREER et al., 2003).  
Os eritrócitos apresentam concentrações elevadas de 2,3-BPG. Esse 
intermediário, formado pela derivação de Luebering-Rapoport, diminui a afinidade da 
Hb pelo O2 e aumenta seu aporte para os tecidos periféricos (BENNETT; PLUM, 
1997).  
Das onze enzimas da via glicolítica, três parecem ser particularmente 
importantes na regulação da velocidade glicolítica: hexoquinase (Hx), 
fosfofrutoquinase (PFK) e piruvatoquinase (PK). Para a catalisação das reações, 
essas enzimas têm um pH ótimo relativamente alto, com uma atividade reduzida em 
níveis de pH menor que 7,0. Por essa razão, a glicólise no eritrócito é sensível ao 
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pH, sendo estimulada pelo seu aumento.  A glicólise é importante para a hemácia ao 
ponto que, quando há um comprometimento da atividade de uma das enzimas 
glicolíticas, a sua viabilidade é reduzida, podendo resultar em anemia hemolítica 
(BEUTLER et al., 1995; GREER et al., 2003). 
Na via das pentoses fosfato ou derivação da hexose monofosfato, ou ainda 
via do fosfogliconato, o produto em destaque é o NAPDH. O eritrócito não o utiliza 
como fonte de energia, mas como co-fator na redução da molécula de glutationa 
oxidada (GSSG), sendo a principal proteção contra o estresse oxidativo da célula. A 
demanda aumentada de NADPH é o principal estímulo para a utilização de G6-PD 
pela via, de modo que a deficiência genética desta enzima manifesta-se em uma 
doença hemolítica que afeta aproximadamente 100 milhões de pessoas no mundo 












FIGURA 3 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA GLICÓLISE, DA VIA DA  
        HEXOSE MONOFOSFATO, DA METAHEMOGLOBINA REDUTASE  
                     E DE LUEBERING-RAPOPORT EM ERITRÓCITOS HUMANOS 
        FONTE: RED CELL BIOLOGY (2011) 
   NOTA: A glicólise ou via de Embden-Meyerhof é a principal via de síntese  
   de ATP no eritrócito. 
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2.1.3.1 Metabolismo oxidativo dos eritrócitos e hemólise 
O estudo dos mecanismos de lesão tecidual decorrentes da ação de 
substâncias oxidantes é de grande importância para a compreensão das formas de 
dano celular que, a cada dia, são mais implicadas em processos patológicos e 
tóxicos.  
O estado oxidativo modula várias funções fisiológicas celulares, por 
exemplo, sinais de transdução. O estresse oxidativo, contudo, é citotóxico, pois é 
responsável pela oxidação de proteínas, lipídios e DNA - levando à morte celular e 
lesões nos órgãos. Acredita-se estar envolvido em apoptose e envelhecimento das 
células e, portanto, pode agravar os sintomas de muitas doenças, tais como o 
câncer, aterosclerose, diabetes, doenças cardiovasculares e tromboembólicas e 
distúrbios neurodegenerativos (FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008). 
Apesar de apresentar poderosos mecanismos de defesa, o eritrócito não tem 
capacidade de reparar danos a sua membrana citoplasmática (CHEESEMAN; 
SLATER, 1996). Algumas alterações causadas ao eritrócito devido à exposição a RL 
estão ilustradas na Figura 4. 
O organismo humano sofre ação constante de radicais gerados em 
processos inflamatórios, por alguma disfunção biológica ou proveniente dos 
alimentos. Estes efeitos são resultantes da oxidação de componentes celulares, 
como tióis, co-fatores enzimáticos, proteínas, nucleotídeos e lipídios, efeitos 
mediados por espécies reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio 
(ERN), conhecidas genericamente como RL (GILLE; SIGLER, 1995; ROMERO et al., 
1998; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 
 Um RL é qualquer espécie capaz de existência independente que contenha 
um ou mais elétrons desemparelhados. As ERO incluem todos os radicais do O2, 
como o ânion radical superóxido (O2•), radical hidroxila (OH•), radical alquila (L•), 
alcoxila (LO•) e peroxila (LOO•). Nas ERN estão incluídos, além do peroxinitrito 
(ONOO-), o óxido nítrico (NO) e o radical dióxido de nitrogênio (NO2•). O ácido 
hipocloroso (HClO), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o oxigênio singlete (
1O2) e o 
ozônio (O3) não são RL, mas podem induzir reações radicalares no organismo, 
sendo por isso também considerados como espécies reativas (ER) (BARBER; 
BERNHEIM, 1967; CHANGE; SIES; BOVERIS; 1979; PORTER, 1984; HALLIWELL, 
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1987; BENZIE, 1996; EISERICH; PATEL; O’DONNELL, 1998; HOGG; 








No organismo, as ERO e ERN encontram-se envolvidas na produção de 
energia, fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e 
síntese de substâncias biológicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta 
efeitos prejudiciais, tais como peroxidação dos lipídios de membrana e agressão às 
proteínas dos tecidos e membranas, às enzimas, carboidratos e ao DNA (Figura 5). 
Dessa forma, encontram-se relacionados com várias doenças, podendo ser a causa 
ou o fator agravante do quadro geral do paciente (BARREIROS; DAVID; DAVID, 
2006). 
FIGURA 4 – PRINCIPAIS ALTERAÇÕES CAUSADAS NO ERITRÓCITO  
    APÓS EXPOSIÇÃO A RADICAIS LIVRES 
    FONTE: Adaptado de CASADEVALL (2009) 
         NOTA: RL - Radicais Livres. 
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O Fe é um metal que pode aceitar e doar elétrons, convertendo-se a Fe2+ ou 
Fe3+. O Fe pode catalisar a conversão do O2• e H2O2 em RL, que irão atacar a 
membrana celular, proteínas e DNA. As reações do Fe na geração de ER são 
conhecidas como Reação de Fenton e Reação de Haber-Weiss, nas quais um dos 
produtos é o OH• (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). A reação de Fenton está 




Dos RL, o OH• é o mais deletério ao organismo, pois reage 
indiscriminadamente com biomoléculas, gerando danos como clivagem de ligações 
e ligações cruzadas, com consequente perda de atividade enzimática, dificuldades 
no transporte ativo através de membranas celulares, citólise e morte celular 
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).  
Dentre as classes de moléculas que podem ser lesadas pelas ERO, os 
lipídeos são dos mais susceptíveis à oxidação (Figura 6). A destruição dos lipídeos 
de membrana e os produtos finais da peroxidação lipídica, como malonildialdeído 
(MDA), alcanos e hidroperóxido, são especialmente danosos, reduzindo a 
FIGURA 5 –  ALVOS DAS ESPÉCIES REATIVAS NA CÉLULA 
FONTE: MRUK et al.(2002) 
NOTA: As espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio (ER) 
podem danificar o DNA e lipídios de membrana, assim como 
afetar a função proteica, ao reagir com resíduos de metionina, 
fenilalanina, triptofano, e ativar fatores de transcrição ao 
reagir com resíduos de tirosina (Y) e cisteína (SH). 
Fe+3 + O2•-→ Fe
+2 + O2 
Fe+2 + H2O2→Fe
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viabilidade das células. Estes compostos são utilizados para monitorar os processos 
de peroxidação lipídica, sendo o teste das substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS), o mais comum. Nele ocorre reação entre o MDA e o ácido 
tiobarbitúrico (TBA), formando um produto colorido rosa, que pode ser monitorado 
espectrofotometricamente (MYLONAS; KOURETAS, 1999; AUGUSTO, 2006). 
A peroxidação das membranas biológicas leva ao aumento de sua rigidez e 
consequente comprometimento das suas funções. Esta peroxidação se caracteriza 
por uma reação em cadeia em que a oxidação inicial de poucas moléculas de 
lipídeos pode resultar em um significativo dano tissular (MYLONAS; KOURETAS, 






A molécula de Hb, em especial a região não polar, que contém o grupo 
heme, necessita manter sempre o Fe no estado Fe2+. Qualquer modificação neste 
pacote químico pode permitir o acesso de pequenos ânions ou moléculas de água e, 
consequentemente, dar origem à formação de RL, desencadeando o processo de 
oxidação da Hb (Figura 7) (NAOUM, 1996). 
FIGURA 6 –  ESQUEMA DO PROCESSO DE PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 
FONTE: AUGUSTO (2006) 
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No estado de oxihemoglobina (Oxi-Hb), o Fe no heme está em estado Fe2+ 
“altospin”, com seis elétrons, sendo quatro não pareados. Quando o O2 é adicionado, 
um destes elétrons é parcialmente transferido para ligar-se ao O2. Quando este é 
liberado, a oxi-Hb dissocia-se parcialmente em hemoglobina desoxigenada e uma 
molécula de O2 (TELEN; KAUFMAN, 2003). 
Em condições fisiológicas, a Hb sofre auto-oxidação, tornando-se meta-Hb, 
forma na qual o Fe2+ é oxidado a Fe3+. Pequenas quantidades de meta-Hb são 
continuamente formadas dentro das hemácias normais pela interação da Hb com 
traços de O2•. O nível de meta-Hb de hemácias normais não é maior do que 1% da 
Hb total, porque a meta-Hb é rapidamente reduzida a Hb, por um sistema redutor 
catalisado pela NADH desidrogenase. O ácido ascórbico e a glutationa podem 
também reduzi-la. A meta-Hb, quando em grande concentração na circulação, por 
não conseguir transportar O2, causa cianose (WINTERBOURN, 1990; TELEN; 
KAUFMAN, 2003). 
A oxidação pode ser acentuada em determinadas condições, como aumento 
da temperatura, diminuição do pH, presença de fosfato orgânico e íons de metal e 
oxigenação parcial de Hb (TELEN; KAUFMAN, 2003). 
Quando a oxidação à meta-Hb é acentuada, há rápida conversão a 
hemicromos, que podem ser reversíveis ou irreversíveis, dependendo do grau de 
distorção da molécula, e da capacidade da enzima meta-Hbredutase em reduzi-los. 
FIGURA 7 – SEQUÊNCIA DE PROCESSOS OXIDATIVOS NO ERITRÓCITO 
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Quando os fenômenos oxidativos promovem a quebra da ligação entre as cadeias 
α1β2, as cadeias polipeptídicas dissociam-se em dímeros e monômeros, que 
precipitam como inclusões intraeritrocitárias denominadas corpos de Heinz, que se 
unem à membrana e diminuem o tempo de vida do eritrócito (WINTERBOURN, 
1990; TELEN; KAUFMAN, 2003). 
Quando o eritrócito está sob estresse oxidativo, seja de origem induzida, por 
deficiência de enzimas e de compostos antioxidantes, ou por anormalidades 
químicas da Hb, a hemólise se apresenta em diferentes intensidades. Assim, as 
lesões eritrocitárias podem ser devidas a fatores como: i) oxidação da Hb a meta-Hb, 
desencadeando a formação de hemicromos, produtos de desnaturação progressiva 
da Hb; ii) ataque de RL aos ácidos graxos poli-insaturados da membrana; iii) ataque 
de RL sobre aminoácidos específicos, com oxidação das proteínas da membrana 
(WINTERBOURN, 1990; BRACCI; PERRONE; BUONOCORE, 2002). 
2.1.4 Doenças Hemolíticas 
As doenças hemolíticas caracterizam-se pela destruição ou remoção dos 
eritrócitos da circulação antes do seu tempo normal de sobrevida de 120 dias. Em 
algumas doenças hemolíticas, a lesão e a destruição dos eritrócitos têm sido 
atribuídas também ao aumento do estresse oxidativo. A AF, as talassemias e a 
deficiência de G6-PD estão entre as anomalias genéticas mais frequentes, e são 
exemplos importantes de doenças genéticas que apresentam estresse oxidativo 
aumentado (CHAN; CHOW; CHIU, 1999; DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY 
JR, 2004). 
As talassemias, anemia hereditária por defeito da Hb, são caracterizadas 
pela síntese deficiente de uma ou mais cadeias polipeptídicas (globinas) das Hb 
humanas normais. Estas podem ser classificadas em α e β talassemias, envolvendo 
os genes α e β globina, respectivamente (WEATHERALL; CLEGG, 1981).  
As cadeias globínicas α são necessárias para a síntese de Hb presentes na 
fase fetal e na fase adulta, exercendo importante papel na manutenção da 
estabilidade destas moléculas. Assim, os defeitos que interferem na sua síntese têm 
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repercussão clínica em qualquer fase da vida, diferente das cadeias β, que estão 
presentes apenas no componente hemoglobínico adulto maior, a Hb A (WAGNER 
et al., 2005).  
Isto ocorre porque as cadeias globínicas produzidas normalmente, acabam 
ficando livres e se associam entre si para formar Hb anormais, como a Hb Barts (γ4) 
e a Hb H (β4). Além disso, pode haver aumento de Hb normais, como a Hb F (α2γ2) e 
a Hb A2 (α2δ2) (GREER et al., 2003). 
Várias evidências sugerem que ERO estão envolvidas na evolução do 
quadro clínico das talassemias, pois as mesmas são geradas em grandes 
quantidades em eritrócitos talassêmicos, devido à presença do excesso de cadeias 
globínicas (ANASTASSOPOULOU et al., 2000). 
A deficiência de G6-PD é a anemia hemolítica enzimopática mais frequente 
e é caracterizada por uma anormalidade na via das pentoses. O gene responsável 
pela presença da G6-PD está contido no cromossomo X, tornando esta doença 
hemolítica ligada quase que exclusivamente ao sexo masculino. Nas mulheres, um 
dos cromossomos X é sempre inativado, podendo ser deficiente em G6-PD ou 
normal (LORENZI, 2006). 
As manifestações clínicas mais comuns desta eritroenzimopatia são a 
icterícia e a anemia hemolítica aguda. No eritrócito deficiente em G6-PD, a presença 
de algumas substâncias oxidativas e de infecções pode induzir à desnaturação da 
Hb, resultando na formação de corpúsculos de Heinz. Estes corpúsculos inserem-se 
na membrana celular e nas proteínas agregadas, como a banda 3, e são removidos 
pelos macrófagos esplênicos, resultando em alteração da membrana eritrocitária e 
rigidez, que predispõe à hemólise (MATSUNAGA; LUBIN, 1995; LORENZI, 2006). 
A G6-PD controla a velocidade com que as células vermelhas consomem ou 
detoxificam o O2. Os eritrócitos deficientes de G6-PD são incapazes de reduzir 
NADP a NADPH em velocidade normal, apresentando assim um baixo potencial 
redutor e dificuldade em manter a glutationa no estado reduzido (GSH), através da 
glutationaredutase (GR). Essa via desempenha importante papel na proteção do 
glóbulo vermelho frente aos processos oxidativos, que são responsáveis pela 
redução da vida média do eritrócito (Figura 3) (JANDL, 1991; McMULLIN, 1999; 
BEUTLER, 2001). 
A doença falciforme (DF) é uma das doenças genéticas mais prevalentes no 
Brasil, sendo um termo genérico que engloba um grupo de anemias hemolíticas 
19 
 
Revisão de literatura 
hereditárias caracterizadas pela alteração estrutural na cadeia da β-globina, levando 
à produção de uma Hb anormal denominada hemoglobina S (Hb S), que tem a 
propriedade de formar polímeros, quando desoxigenada (GALIZA NETO; 
PITOMBEIRA, 2003; Di NUZZO; FONSECA, 2004; LOBO; MARRA; SILVA, 2007). 
A alteração molecular primária na DF é representada pela substituição de 
adenina por timina (GAG → GTG) no códon 6 do gene da globina β. Esta mutação 
resulta na permuta de ácido glutâmico por valina (β6Glu→Val), provocando a 
polimerização das moléculas da Hb S, quando desoxigenadas (COSTA, 2001; 
LORENZI, 2006). 
O indivíduo pode ser homozigoto (SS) ou heterozigoto (AS) para a presença 
de Hb S. Indivíduos heterozigotos apresentam o traço falciforme com raras ou 
nenhuma anormalidade clínica e valores normais de concentração de Hb. O termo 
AF é reservado para a forma de doença que ocorre nos homozigotos (SS); nesta 
condição, os valores de Hb ficam entre 7 a 10 g/dl e é comum a ocorrência de crises 
vaso-oclusivas, necrose asséptica nos ossos, priapismo, etc. Além disso, o gene da 
Hb S pode combinar-se com outras anormalidades hereditárias das Hb, como 
hemoglobina C (Hb SC) e β-talassemia, entre outras, gerando combinações que 
também são patológicas (ALVES, 1996; CHAMONE et al., 1996; HILLMAN; AULT, 
1998) 
A AF é mais comum na população negra e sua ocorrência é previsível quando 
ambos os pais apresentam a forma heterozigota da Hb S. Os sintomas clínicos 
geralmente se iniciam próximo aos 6 meses após o nascimento, já que nas primeiras 
6 a 12 semanas de vida a falcização intravascular é prevenida devido à grande 
quantidade de Hb F (HILLMAN; AULT, 1998).  
As moléculas de Hb S, quando em baixas tensões de O2, presentes em 
pequenos vasos capilares, organizam-se em longos polímeros que se associam em 
feixes rodeados de seis filamentos duplos. Esses feixes de "cristais" dentro das 
hemácias determinam as deformações das células. A deformação mais conhecida é 
provocada por feixes de polímeros se organizando mais ou menos paralelamente, 
dando à hemácia uma forma alongada conhecida por "hemácia em foice", e este 
fenômeno é irreversível depois de algum tempo (COSTA, 2001; LORENZI, 2006; 
ZAGO; PINTO, 2007).  
Os eritrócitos em foice ou drepanócitos são mais rígidos e tendem a ficar 
estagnados em órgãos em que a circulação é lenta. Com isso, há anóxia relativa, 
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que, por sua vez, facilita a falcização de novas hemácias. Em consequência, 
formam-se trombos que levam a enfarte do tecido, seguido de fibrose e até 
calcificação (LORENZI, 2006). 
As células falciformes têm sobrevida muito curta, de 16 a 20 dias, quando 
comparadas aos 120 dias do eritrócito normal, e a agregação dos polímeros de Hb 
constitui a base para o encurtamento em sua vida média, com consequente início 
das manifestações clínicas, como anemia, episódios vaso-oclusivos dolorosos e 
recorrentes, infecções, hipertensão pulmonar, acidente vascular cerebral, priapismo, 
osteonecrose, insuficiência renal, úlceras de perna, retinopatias e doença cardíaca 
(ANVISA, 2001; NAOUM; NAOUM, 2004; FRENETTE; ATWEH, 2007; STEINBERG, 
2008). 
A fisiopatologia da AF foi, por muito tempo, relacionada com a oclusão 
microvascular causada pela falcização e consequente adesão dos eritrócitos. No 
entanto, sabe-se agora que a hemólise desempenha igualmente um papel 
significativo na patogênese da doença, possivelmente através da diminuição da 
biodisponibilidade do NO (WOOD; HSU; GLADWIN, 2008). 
Um dos fatores que predispõe ao processo hemolítico das células falciformes 
é a desoxigenação da Hb S, que favorece a sua meta-hemoglobinização, ou seja, a 
formação de meta-hemoglobina S (meta-Hb S), com a consequente elevação desse 
pigmento dentro do eritrócito. A auto-oxidação da Hb S é 1,7 vezes maior do que a 
taxa fisiológica de auto-oxidação da Hb A. Quando a concentração de meta-Hb S 
supera a ação da enzima meta-Hbredutase, é desencadeada a degradação da 
meta-Hb S, com formação de hemicromos e subprodutos do grupo heme, e a 
precipitação da globina S oxidada sob a forma de corpos de Heinz 
(WINTERBOURN, 1990; STEINBERG, 1998; ASLAN; THORNLEY-BROWN; 
FREEMAN, 2000). 
A proporção e extensão da polimerização da Hb S é proporcional à extensão 
e duração da desoxigenação da Hb, da concentração de Hb S intracelular e da 
presença de Hb F no eritrócito, o que reduz efetivamente a concentração de Hb S. A 
extensão da polimerização da Hb S é o principal determinante de gravidade da 
doença. (NOGUCHI et al., 1988; BUNN, 1997).  
Pacientes com AF apresentam uma capacidade antioxidante total de apenas 
50% em relação aos indivíduos saudáveis. Os eritrócitos que contêm Hb S auto-
oxidam mais rapidamente, gerando maiores concentrações de O2•, H2O2, OH• e 
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oxidação de lipídios, além de apresentarem atividades de glutationa peroxidase 
(GSH-Px) e catalase (CAT) e concentrações de vitaminas antioxidantes reduzidas, 
deixando os pacientes com AF expostos a maiores riscos de estresse e injúria 
oxidativa (FASOLA et al., 2007). 
O estresse oxidativo aumentado desses eritrócitos falcêmicos pode ser 
atribuído também a um aumento da instabilidade da Hb S e ocorre por desequilíbrio 
entre a geração aumentada de ERO e o baixo conteúdo de antioxidantes, como a 
glutationa reduzida (GSH), principal protetora contra os danos intracelulares de RL 
(KLINGS; FARBER, 2001; AMER et al., 2005). 
A liberação de ERO é também capaz de alterar a distribuição das moléculas 
de imunoglobulinas aderidas à superfície da membrana eritrocitária. As disposições 
desordenadas das imunoglobulinas em determinadas regiões da célula falciforme 
induzem à ação fagocitária dos macrófagos no sistema retículo endotelial, causando 
hemólise e anemia (NAOUM; SOUZA, 2004). 
O tratamento rotineiro e básico das síndromes falciformes tem sido puramente 
de suporte e baseia-se na hidratação, no combate à dor e na oxigenoterapia. Foram 
experimentadas várias drogas com o intuito de prevenir a falcização, como os 
cianatos, a piridoxina, os esteroides, etc. A HU mostrou-se útil como agente 
antifalcização por aumentar o nível da Hb F nas células e promover melhora do 
quadro clínico (LORENZI, 2006). 
2.1.5 Sistema antioxidante do eritrócito 
O eritrócito, assim como outras células do organismo, possui um sistema de 
defesa antioxidante protegendo-o das ERO e mantendo a integridade estrutural e 
funcional de macromoléculas constituintes da membrana eritrocitária. Esses 
antioxidantes podem ser produzidos pelo próprio organismo ou absorvidos da dieta 
(TAVAZZI et al., 2000; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 
Os agentes antioxidantes protegem as células de quatro formas possíveis: 
impedindo a formação de RL; interceptando os RL formados pelo metabolismo 
celular ou por fontes exógenas; reparando as lesões causadas pelos radicais; e 
22 
 
Revisão de literatura 
proporcionando uma adaptação do organismo em resposta à geração desses 
radicais, com o aumento das enzimas antioxidantes (MAGALHÃES, 2009).  
A manutenção dos mecanismos antioxidantes é de extrema importância nos 
eritrócitos que, ao contrário da maioria das células, não têm capacidade de sintetizar 
novos lipídios e proteínas para substituir os que foram oxidados. O efeito cumulativo 
da lesão oxidativa é responsável pelo processo normal de envelhecimento e 
destruição dos eritrócitos (MACHADO et al., 2009).  
Os principais mecanismos de defesa contra ERO incluem sistemas 
enzimáticos e não enzimáticos (Figura 8). Esses mecanismos de proteção incluem 
enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase (SOD), a CAT, a GSH-Px e a 
meta-Hbredutase. No caso de antioxidantes não enzimáticos, podemos citar os 
tocoferóis, a GSH, os carotenoides e outros suplementos antioxidantes. ERO que 
não são neutralizadas podem ter como alvo moléculas biológicas, como o DNA, 
lípidos e proteínas, causando disfunções ou até morte celular (HARRIS, 1991; 






FIGURA 8 – ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO E PRINCIPAIS ENZIMAS 
ANTIOXIDANTES NOS ERITRÓCITOS 
FONTE: HARRIS (1991) 
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A maioria das enzimas antioxidantes são dependentes de co-fatores 
externos para que possam desempenhar suas atividades. A SOD é uma enzima 
dependente de cobre e zinco, que converte o O2• gerado na auto-oxidação da Hb, 
para formar O2 e H2O2. Este último é removido por ação da CAT ou da GSH-Px 
(HALLIWELL, 1999).   
A CAT é uma enzima citoplasmática que decompõe o H2O2 em H2O e O2 e 
realiza a oxidação de doadores de H+, como metanol, ácido fórmico e formóis, com o 
consumo de peróxidos. Sua atividade é dependente de NADPH, prevenindo a 
oxidação de GSH mediada pelo H2O2 em eritrócitos normais e se mostra eficaz 
somente em altas concentrações de peróxido (HARRIS, 1991; SCOTT et al., 1991; 
TELEN; KAUFMAN, 2003). 
A GSH-Px é uma enzima mitocondrial e citoplasmática, dependente de 
selênio, que detoxifica o H2O2 e remove hidroperóxidos lipídicos formados na 
membrana, utilizando a GSH como co-fator. A GR, NADPH dependente é uma 
enzima citoplasmática que reduz a GSSG em GSH (HARRIS, 1991).  
As enzimas antioxidantes apresentam cooperação sinérgica para manter os 
níveis de ERO dentro dos níveis fisiológicos, tal como esquematizado na Figura 8; a 
CAT e a SOD atuam principalmente em regiões hidrofílicas, enquanto a GSH-Px, em 
regiões hidrofóbicas (MAGALHÃES, 2009).  
 A meta-Hbredutase, NADH dependente, é também chamada de citocromo 
b5 meta-Hbredutase. Esta enzima é uma flavoproteína constituída de uma cadeia 
peptídica e um grupo prostético, a flavina adenina dinucleotídeo (FAD). A enzima 
converte aproximadamente 67% da meta-Hb a desoxihemoglobina (desoxi-Hb), 
através do uso de dois carreadores de elétrons, o citocromo b5 e o NADH. A 
deficiência genética dessa enzima ou de citocromo b5 pode causar meta-
hemoglobinemia congênita em humanos. A meta-Hbredutase, NADPH dependente, 
reduz o FAD em presença de NADPH. O FAD reduzido (FADH) converte, então, a 
meta-Hb em desoxi-Hb. A deficiência dessa enzima não está associada a casos de 
meta-hemoglobinemia porque a mesma reduz apenas 5% da meta-Hb formada 
(PERCY; McFERRAN; LAPPIN, 2005). 
O principal tampão redox do eritrócito é a GSH, um tripeptídeo formado por 
resíduos de glicina, glutamato e cisteína, sendo esse último aminoácido portador do 
grupo sulfidrila (SH). A manutenção dos níveis de GSH é essencial para sustentar o 
estado reduzido dos tióis de enzimas celulares e de proteínas do citoesqueleto. Esse 
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tripeptídeo é importante na proteção da célula contra o estresse oxidativo; na 
detoxificação de uma variedade de xenobióticos eletrofílicos; na remoção de ERO, 
peróxidos e hidroperóxidos orgânicos, e na regeneração de vitaminas antioxidantes 
(STRYER, 1995; CHEN et al., 2000; NELSON; COX, 2006). 
Na redução de hidroperóxidos e nas reações em que protege a Hb da 
oxidação, a GSH serve como substrato da GSH-Px, doando elétrons e formando a 
GSSG. A maioria da GSSG formada é então reduzida a GSH pela GR, com 
consumo de NADPH previamente gerado na via alternativa do metabolismo da 
glicose, o ciclo das pentoses fosfato ou via das hexoses monofosfato (Figura 3). 
Deficiências ou comprometimentos nas enzimas desse metabolismo, especialmente 
a G6-PD, aumentam enormemente a suscetibilidade do eritrócito ao estresse 
oxidativo (NIKI et al., 1995; JANDL, 1996). A GSSG acumula-se dentro das células, 
e a razão GSH/GSSG é uma boa medida de estresse oxidativo no organismo, sendo 
mais alta a concentração de GSSG quanto maior o dano oxidativo (VALKO et al., 
2007). 
O α-tocoferol (vitamina E) é um dos antioxidantes mais importantes 
residentes na membrana, onde funciona como um finalizador de reações em cadeia, 
interrompendo a propagação dos radicais livres. Os níveis de vitamina C dentro do 
eritrócito são baixos (0,043 moles/l), mas esta é um dos antioxidantes extracelulares 
mais importantes ao trabalhar sinergicamente com o tocoferol (HARRIS, 1991). 
Fora da célula, a ceruloplasmina - que age como ferro-oxidase - pode agir 
facilitando a ligação do Fe – normalmente em excesso - à transferrina. A albumina 
liga-se fortemente ao cobre e fracamente ao Fe, funcionando como um antioxidante 
de “sacrifício”. O ácido úrico também é um importante antioxidante fisiológico, agindo 
como um eficiente quelante de íons metálicos (HARRIS, 1991). 
2.2 HIDROXIUREIA (HU) 
A HU (Figura 9) foi sintetizada, pela primeira vez, por Dresler e Stein, em 
1869, na Alemanha. Entretanto, apenas em 1967 esse medicamento foi aprovado 
pelo FDA norte-americano para tratamento de doenças neoplásicas e, nos anos 
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subsequentes, para o tratamento de pacientes com leucemia mieloide crônica, 
psoríase e policitemia vera. Seu uso em protocolos para o tratamento de pacientes 
adultos com AF iniciou-se na década de 1980 (DRESSLER; STEIN, 18691 apud 






A função principal da HU encontra-se na inibição da ribonucleotideo 
redutase, bloqueando a síntese de DNA e mantendo as células em fase S. É um 
agente quimioterapêutico de fácil utilização, com poucos efeitos tóxicos e com um 
efeito mielossupressor facilmente revertido (SCOTT et al., 1996; DAVIES; 
GILMORE, 2003; MARTINS et al., 2009). 
Além da vantagem de administração oral, a HU é um medicamento seguro, 
de fácil controle, apresenta poucos efeitos adversos e efeito mielossupressor 
facilmente detectável e reversível após a suspensão do seu uso. A HU se tornou o 
primeiro medicamento que comprovadamente previne complicações clínicas, 
melhora a qualidade de vida e aumenta a sobrevida de pacientes com DF 
(CHARACHE et al., 1995; STEINBERG et al., 2003a; BALLAS et al., 2006). 
Diante da eficácia e efetividade da HU na DF, diversos autores têm se 
manifestado a favor do uso desse medicamento, salientando que os riscos 
relacionados às complicações secundárias à DF são maiores e mais graves que os 
efeitos adversos relacionados à droga (BALLAS et al., 2006).  
 A HU administrada por via oral é rapidamente absorvida, atingindo nível 
plasmático máximo entre 20-60 min após sua administração, apresentando meia 
vida plasmática de 3-4 h, e sendo metabolizada no fígado e excretada por via renal. 
A dose inicial aconselhada é de 15 mg/kg/dia, uma única vez ao dia, e o 
monitoramento da contagem do número de leucócitos e plaquetas é recomendado a 
cada 2 semanas. Esta dose inicial pode ser aumentada de 5 mg/kg/dia a cada 8 a 12 
                                            
1
DRESLER, W. F. C.; STEIN, R. Uber den Hydroxylharnstoff. Jusutus Liebigs Ann Chem Pharm, 
v.150, p.242-252, 1869. 
FIGURA 9 - ESTRUTURA QUÍMICA DA HIDROXIUREIA 
FONTE: SIGMA ALDRICH (2011)  
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semanas, até se alcançar a dose máxima tolerada (DMT); isto é, a maior dose capaz 
de promover melhora o mais proeminente possível do curso clínico e laboratorial da 
doença, sem a ocorrência de toxicidade hematológica, hepática, renal ou 
gastrointestinal. A DMT não deve ser superior a 35 mg/kg/dia (BRAWLEY et al., 
2008; LANZKRON et al., 2008; STROUSE et al., 2008). 
No Brasil, a Portaria nº 872 de 6 de novembro de 2002, do Ministério da 
Saúde, aprovou o uso de HU para pacientes com DF. Em 2010, considerando-se a 
necessidade de se melhorar os parâmetros sobre a doença e de se atualizar as 
diretrizes nacionais para diagnóstico, tratamento e acompanhamento dos indivíduos 
com esta doença, foi aprovada a Portaria nº 55, ainda em vigor (BRASIL, 2002, 
2010). 
Ainda não há indicação de uso da HU para crianças com AF aprovada pelo 
FDA. Entretanto, em diversos estudos realizados nestes pacientes, os efeitos 
benéficos são similares aos observados em adultos (HEENEY; WARE, 2008; 
STROUSE; HEENEY, 2012). Desta forma, através da portaria nº 27, de junho de 
2013, foi aprovado o uso da HU em crianças com DF atendidas no SUS. O fármaco 
é indicado a partir de 2 anos de idade, em dose inicial de 15 mg/kg/dia, com 
monitoramento da contagem de leucócitos e plaquetas a cada duas semanas 
(BRASIL, 2013). 
No primeiro passo de sua metabolização, a HU é oxidada para formar o 
carbamil nitroso, que por sua vez sofre hidrólise formando compostos intermediários, 
como o NO e o ácido nítrico (HNO). Este mecanismo é a base molecular para a 
atividade antitumoral da HU. O metabolismo da HU é muito similar ao do ácido 
hidroxâmico, com produção de HNO, NO e acil nitroso. A afinidade do acil nitroso 
com RL pode explicar o grande interesse sobre o mecanismo de ação da droga em 
algumas condições fisiopatológicas (KOVACIC, 2011).   
A HU age também como um quelante de íons Fe2+. Terapeuticamente, esta 
atividade quelante pode ser muito importante em condições de transfusões 
sanguíneas ou hemólise extensa, como é o caso da DF. Tem sido demonstrado que 
a HU pode diminuir os danos causados pelo estresse oxidativo. O aumento da 
produção de ERO altera a homeostase do NO, fator importante da patogênese da 
AF. Neste contexto, a HU parece ser um doador de NO pela oxidação exercida pelos 
grupamentos heme, o que também pode contribuir para os efeitos benéficos dessa 
droga (KONEIÉ, 2011). 
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Para testar a eficácia da HU na redução da frequência de crises dolorosas 
em adultos com AF, Charache et al. (1995) realizaram um ensaio clínico 
randomizado com 299 pacientes e verificaram benefícios clínicos com menos de 
2 anos de estudo. A partir daí, as pesquisas sobre a ação da HU se intensificaram e 
diversas descobertas foram evidenciadas, dentre elas, aumento de Hb F e 
diminuição de crises vaso-oclusivas, de síndrome torácica aguda e da necessidade 
de transfusões. 
Atualmente, a HU vem sendo utilizada no tratamento da AF com a finalidade 
de elevar os níveis de Hb F, diminuir as crises vaso-oclusivas por reduzir a 
expressão proteica de algumas moléculas de adesão, e inibir a peroxidação lipídica 
induzida pela formação de meta-Hb (Figura 10) (AGIL; SADRZADEH, 2000; 












FIGURA 10 –    MECANISMOS DE AÇÃO ENVOLVIDOS NOS EFEITOS 
BENÉFICOS DA HIDROXIUREIA NA ANEMIA FALCIFORME  
              FONTE: Adaptado de WARE (2010) 
NOTA: 1) Indução da produção de Hb F em compartimento eritróide; 
2) Menor produção de reticulócitos e neutrófilos na medula óssea por 
citotoxicidade; 3) Alteração na expressão de moléculas de adesão, 
com diminuição de adesividade celular e frequência de episódios 
vaso-oclusivos; 4) Diminuição da hemólise e da falcização pela maior 
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Um ensaio clínico randomizado estabeleceu a eficácia e segurança do uso de 
HU a curto prazo na AF. Após 9 anos de acompanhamento, verificou-se que houve 
redução de 40% na mortalidade de pacientes que tomaram HU durante pelo menos 
1 ano (STEINBERG et al., 2003a). 
Para examinar os riscos e benefícios do uso de HU a longo prazo, pesquisar 
efeitos adversos e fornecer uma estimativa de mortalidade, os mesmos pacientes 
foram acompanhados por mais 8,5 anos (total 17,5 anos). Os autores observaram 
que a mortalidade foi reduzida em indivíduos com exposição a longo prazo à HU, 
uma vez que nenhum paciente com mais de 15 anos de exposição à HU veio a 
falecer (STEINBERG et al., 2010). 
Existem estudos a respeito da ação da HU sobre as concentrações de Hb F, 
moléculas de adesão de células vermelhas, MDA e nitrito, CAT e GSH em pacientes 
com AF. Sabe-se também que a HU tem efeitos múltiplos sobre a linhagem 
eritrocitária, pois, além de promover a elevação no nível de Hb F em cerca de 60% 
dos pacientes tratados, eleva a taxa de Hb e do volume corpuscular médio (VCM), 
além de reduzir o número de reticulócitos (KINNEY et al., 1999; COVAS et al., 2004; 
ELIAS et al., 2010).  
Inicialmente, acreditava-se que a HU estava somente envolvida em 
aumentar os níveis de Hb F, atuando diretamente na síntese dos genes da  
γ-globina. Atualmente, acredita-se também que a HU pode atuar na medula óssea, 
selecionando uma população de precursores eritroides, capazes de sintetizar 
quantidades elevadas de Hb F. No entanto, a habilidade da HU em aumentar os 
níveis de Hb F varia entre os pacientes. Muitos deles apresentam melhora clínica 
antes de apresentar aumento significante dos níveis de Hb F, sugerindo então que a 
HU pode beneficiar pacientes por outros mecanismos que podem incluir: alterações 
nas células vermelhas e brancas, células endoteliais, mielossupressão, entre outras 
(KAUFMAN, 1992; GLADWIN; SCHECHTER, 2001; STEINBERG; RODGERS, 2001; 
HALSEY; ROBERTS, 2003; HAYNES et al., 2004; KING, 2004).  
Steinberg et al. (1997) verificaram uma associação entre a administração de 
HU em pacientes com AF e o aumento de Hb F.  Em 32 semanas de observação, a 
quantidade de eritrócitos contendo Hb F de pacientes em tratamento com HU 
chegava a 65%, enquanto no grupo controle que fazia uso de placebo alcançava 
apenas 40%. A despeito dos relatos de benefícios obtidos por esse agente 
terapêutico, há registro de que, em pelo menos 25% dos pacientes, a HU tem 
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demonstrado falha no aumento de concentração de Hb F, tornando assim 
necessária a utilização de outras drogas (LAVELLE, 2004). Essa diferença de 
resposta está relacionada a polimorfismos genéticos, pois o grau de elevação da 
Hb F proveniente do tratamento com HU é uma característica hereditária 
(STEINBERG et al., 2003b).  
Estudos documentam que na AF as diferentes moléculas de adesão 
localizadas na superfície das hemácias, leucócitos e plaquetas estão envolvidas na 
oclusão vascular e são apontadas como sendo um dos possíveis fatores que 
contribuem para a ocorrência de crises vaso-oclusivas (STYLES et al., 1997; BRUN 
et al., 2003; BUCHANAN et al., 2004; COVAS et al., 2004; GULBIS et al., 2005). 
Styles et al. (1997) e Stuart, Jones e Walker (2006) expuseram que os 
receptores de adesão VLA-4 e CD36 expressos em reticulócitos e a molécula de 
adesão VCAM-1, localizada em células endoteliais, participam ativamente no 
processo de aderência dos eritrócitos falcizados na parede vascular. Styles et al., 
(1997) fizeram também o primeiro relato relacionando a terapia de HU com a 
diminuição na expressão de receptores de adesão, destacando a redução 
significativa de VLA-4 e de CD36 e diminuição de eventos vaso-oclusivos. 
Em 2004, Covas et al. apresentaram um estudo com análise por citometria 
de fluxo da expressão de moléculas de adesão, dentre elas, o CD36 e a subunidade 
α 4 (CD49d) da molécula VLA-4, e constataram que, durante o tratamento com HU, 
a porcentagem destas moléculas diminuiu.  
Gambero (2006) obteve resultados condizentes aos de Covas et al. (2004), 
com diminuição significativa da expressão proteica das moléculas de superfície 
CD36 e CD49d e da porcentagem de células positivas para essas moléculas em 
grupo de pacientes que receberam terapia com HU em relação aos que não a 
receberam, indicando que a HU reduz a expressão e a quantidade dessas moléculas 
nas células vermelhas de pacientes com AF. 
Silva et al. (2011) determinaram, que a atividade da CAT é menor em 
individuos com AF em relação a individuos normais. Entretanto, pacientes em 
terapia com HU apresentam maior atividade dessa enzima, se comparados com 
pacientes sem o uso do medicamento, em acordo com os achados de Alsultan et al., 
(2010) e Dasgupta, Hebbel e Kaul (2006). Manfredini et al., (2008) e Cho et al. 
(2010), por sua vez, não observaram diferenças na atividade da CAT entre os 
controles avaliados e grupos com DF (SILVA et al., 2011).  
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Teixeira Neto et al. (2011) constataram que a utilização de HU pode 
eventualmente agir como uma forma de proteção contra o estresse oxidativo, 
aumentando os níveis de GSH. Em seu estudo, foi observada diferença significativa 
nos níveis de GSH entre os pacientes falciformes tratados com HU e os que não 
receberam o medicamento. 
Embora o estresse oxidativo e alterações nas atividades de enzimas 
antioxidantes tenham sido extensivamente descritos na DF, os resultados são por 
vezes contraditórios e sua relação com o tratamento com HU ainda não está clara. 
2.3 VITAMINA C  
O ácido L-ascórbico ou vitamina C (Figura 11) é uma cetolactona 
hidrossolúvel sintetizada no fígado de muitos mamíferos. Os humanos perderam a 
habilidade de sintetiza-la, sendo necessário um aporte diário na dieta. Quando 
absorvida, a vitamina C é distribuída aos tecidos pelo plasma, para exercer suas 
funções biológicas, sendo que uma das principais é a remoção preventiva de RL, por 
ação antioxidante, na porção citoplasmática, protegendo as lipoproteínas da 
oxidação. O transporte do ascorbato (Asc-) no plasma se dá na sua forma oxidada, 
de desidroascorbato. Uma vez dentro da célula, este é reduzido a Asc- por um 
mecanismo enzimático GSH-dependente (SULLIVAN; STERN, 1982; MAY, 1998; 





FIGURA 11 - ESTRUTURA QUÍMICA DA VITAMINA C 
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No eritrócito, a vitamina C tem o potencial de proteger o citoplasma e os 
componentes da membrana contra o estresse oxidativo. No citoplasma, a vitamina C 
reduz a meta-Hb para a forma de Hb através de mecanismos dependentes ou não 
de enzimas. Na membrana, pode afetar indiretamente a peroxidação lipídica através 
da reciclagem da vitamina E. Outra evidência da proteção da vitamina C é que, face 
a um estresse oxidativo, a vitamina C é depletada antes da vitamina E e da GSH 
(MANSOURI; LURIE, 1993; MAY; WHITESELL; COBB, 1996).  
A capacidade antioxidante da vitamina C é resultado do seu alto poder 
redutor. O Asc- e seu produto, após a perda de um elétron, o radical ascorbil, podem 
interagir com grande parte dos RL e outros oxidantes relevantes encontrados em 
sistemas biológicos. Por fornecer H+ e elétrons, a vitamina C atua diretamente sobre 
as ERO e é capaz de regenerar outros compostos de caráter antioxidante presentes 
na célula, como vitamina E e GSH. Existem evidências de que a vitamina C 
intracelular pode também doar elétrons a uma oxirredutase de membrana, revelando 
que seu potencial antioxidante pode proteger também a membrana plasmática 
(BUETTNER, 1993; FERNANDES et al., 2000; MAY; MORROW; COBB, 2000; 
VALDÉS, 2006). 
Jaja et al. (2002) comprovaram que a suplementação com ácido ascórbico em 
crianças com AF aumenta a concentração de Hb, o VCM e a porcentagem de Hb F, 
enquanto diminui a porcentagem de drepanócitos irreversíveis. Os eritrócitos 
falciformes geram espontaneamente duas vezes mais ERO, especialmente O2•, OH• 
e H2O2. Adicionalmente, antioxidantes, como vitamina C, vitamina E e riboflavina, 
estão diminuídos em indivíduos com AF (CHAN et al., 1999; SOMJEE et al., 2004).  
Existem muitos sistemas dentro do eritrócito que agem espontaneamente 
para restabelecer a vitamina C. Um desses sistemas é dependente de GSH, 
enquanto outros são mediados por enzimas como a tiorredoxina redutase e a 
glutarredoxina. Além disso, há uma redutase NADH dependente que reduz o radical 
ascorbil dentro da célula (MAY, 1999; VANDUIJN et al., 2000).  
Em contradição à ação antioxidante, observou-se que a vitamina C pode agir 
como um poderoso pró-oxidante na presença de metais de transição, como o íon 
Fe3+. A redução destes metais de transição revelou ser capaz de gerar ERO, 
especialmente OH• e hidroperóxidos. Entretanto, há controvérsias sobre a relevância 
de tais eventos in vivo, uma vez que os sistemas biológicos têm um complexo 
sistema de “sequestro” de metais livres, como as proteínas ferritina, transferrina e 
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ceruloplasmina. Comprovou-se, no entanto, que durante a injúria tecidual esses 
metais de transição podem ser liberados e, consequentemente, interagirem com o 
Asc- (HALLIWELL, 1996; CARR; FREI, 1999; CHAN et al., 1999). 
2.4 O ERITRÓCITO COMO MODELO EXPERIMENTAL 
Um método eficaz para o estudo de substâncias antioxidantes e de outros 
compostos é o uso de modelos celulares, que são especialmente úteis para estudar 
os efeitos do estresse oxidativo em termos de toxicidade e respostas adaptativas 
celulares, bem como comprovar os efeitos reguladores que podem exercer as 
substâncias em análise em alterações como citotoxicidade, genotoxicidade e 
reações oxidativas (GILLE; JOENJE, 1992).  
Métodos químicos já amplamente utilizados e aceitos possuem o 
inconveniente de não refletirem as condições fisiológicas celulares, já que não 
contam com fatores como a biodisponibilidade e o metabolismo. Por outro lado, 
estudo com animais ou ensaios clínicos com humanos são caros e implicam 
diversas questões éticas. Desta forma, o sistema de cultivo celular é o mais aplicável 
(LIU; FINLEY, 2005). 
A limitação no uso de cultivos celulares é de não reproduzirem exatamente 
as condições do organismo, pois se perdem as funções sistêmicas, como a 
endócrina e a nervosa. Porém, considerando-se os seus limites, o modelo celular 
resulta numa ferramenta útil e muito valiosa na ciência biomédica e farmacêutica. Os 
modelos celulares incluem tanto células isoladas, como o eritrócito, quanto os 
cultivos celulares (CASADEVALL, 2009).   
No presente trabalho, escolhemos o eritrócito como modelo celular, uma vez 
que é uma amostra de fácil obtenção e preparação e representa um modelo celular 
muito simples, sem núcleo ou organelas, excelente para o estudo dos efeitos da HU 
e da vitamina C após sobrecarga oxidativa (CASADEVALL, 2009).   
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2.5 SUBSTÂNCIAS OXIDANTES USADAS NO MODELO EXPERIMENTAL 
2.5.1 Terc-Butil-hidroperóxido (t-BHP) 
O t-BHP é um peróxido orgânico amplamente utilizado como agente 
oxidante sobre os eritrócitos, especialmente para se avaliar a sobrecarga oxidativa 
em proteínas eritrocitárias (Figura 12) (CHEN et al., 2000; ZOU; AGAR; JONE, 
2001). Segundo Trotta, Sullivan e Stern (1983), trata-se de uma molécula anfipática 







O processo oxidativo induzido pelo t-BHP em eritrócitos resulta em uma 
sequência de eventos, tais como a rápida oxidação da GSH, em aproximadamente 
30 a 60 seg, através da GSH-Px; oxidação da Hb, através da formação de radicais 
na reação entre o t-BHP e a Hb, os quais são consumidos imediatamente nas 
reações de peroxidação lipídica na membrana eritrocitária (BRYSZEWSKA et al., 
1995; DOMANSKI; LAPSHINA; ZAVODNIK, 2005). 
Vários pesquisadores já demonstraram que o dano oxidativo provocado pelo 
t-BHP está associado com peroxidação lipídica da membrana e degradação das 
proteínas do citoesqueleto, especialmente nas junções horizontais do citoesqueleto, 
que são o seu alvo principal. O t-BHP também causa inibição da Ca/Mg-ATPase da 
membrana celular e aumento na permeabilidade da passagem do cátion pela 
membrana (ROHN; HINDS; VINCENZI, 1993; CAPRARI et al., 1995; VAN DER ZEE; 
BARR; MASON, 1996). 
Estes eventos geralmente acompanham transformações morfológicas na 
célula, tais como, vesiculação, agregação, formação de equinócito e estomatócito, 
FIGURA 12 - ESTRUTURA QUÍMICA DO t-BHP 
FONTE: SIGMA ALDRICH (2011)  
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mudanças na estrutura da membrana plasmática e sua hiperpolarização 
(BRYSZEWSKA et al., 1995; DOMANSKI; LAPSHINA; ZAVODNIK, 2005). 
Vários estudos já ilustraram a potente capacidade oxidante do t-BHP. A 
exposição de eritrócitos ao t-BHP resulta em diminuição do conteúdo de Hb, com 
oxidação quase completa desta proteína e formação de meta-Hb, rápida oxidação 
de GSH e peroxidação dos lipídeos de membrana (FURMAN, 2001; CHAVES, 2007; 
HERMANN, 2011). 
2.5.2 2,2’azobis (2-metil-propionamidina) dihidrocloro (AAPH) 
O AAPH é um azo composto solúvel em água, amplamente utilizado para 
promover processo oxidativo em células como gerador não enzimático de RL, 
quando submetido à hemólise a 37°C (Figura 13). Sua decomposição leva à 
liberação do gás nitrogênio (N2) e formação de RL centrados em carbono. Estes 
radicais, por sua vez, reagem instantaneamente com o O2 dissolvido no meio de 
reação, levando à produção de radicais LOO•, como representado abaixo 
(BANERJEE et al., 2008; TANG; LIU, 2008). 
R’–N N–R’ →2R’• + N2 






Uma vez gerados no meio extracelular, os radicais atacam a membrana do 
eritrócito, desencadeando diversas alterações oxidativas em lipídeos e proteínas 
presentes, através principalmente da lipoperoxidação e da redistribuição de proteína 
FIGURA 13 - ESTRUTURA QUÍMICA DO AAPH 
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da banda 3 oxidada na membrana, devido a sua alteração conformacional (SIMÃO 
et al., 2007).  
Como resultado da peroxidação lipídica, a membrana do eritrócito se 
danifica e ocorre perda de sua integridade, levando à liberação de Hb e de ions K+. 
Já a redistribuição da proteína da banda 3 leva à formação de poros hemolíticos, e o 
formato característico de disco bicôncavo da hemácia é alterado, em grande parte 
para o formato de esferócito. Por esta razão, este sistema tem sido extensivamente 
utilizado como um meio de promover um processo de destruição da membrana 
celular associado a ERO (SIMAO; SUZUKAWA, 2007; BANERJEE et al., 2008; 
TANG; LIU, 2008). 
A incubação de AAPH com eritrócitos a 37°C provoca sua hemólise de forma 
mais lenta, quando comparado ao t-BHP, posto que a geração de radicais é tempo e 
dose dependente. A adição de AAPH induz rápida hemólise após um período de 
inibição, provavelmente devido à ação dos antioxidantes nativos presentes no 





3.1 OBJETIVO GERAL 
Estudar os efeitos da HU e da vitamina C sobre o metabolismo oxidativo em 
eritrócitos normais submetidos a estresse oxidativo, in vitro. 
3.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 
Analisar a ação protetora da HU e da vitamina C em eritrócitos normais 
submetidos a estresse oxidativo, através das determinações de: 
 
 Concentração de glutationa reduzida (GSH); 
 Concentração de meta-hemoglobina (Meta-Hb); 
 Espécies reativas de oxigênio (ERO); 
 Peroxidação lipídica pela detecção de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS); 
 Porcentagens de hemólise; 
 Atividade enzimática de glicose 6-fostato desidrogenase (G6-PD). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 MATERIAL 
4.1.1 Obtenção do Material 
Foram coletadas amostras de sangue de 24 indivíduos, considerados 
normais por não apresentarem sinais ou sintomas de anemia ou de doença 
hemolítica, que apresentavam valores normais para o hemograma, de ambos os 
sexos, com idades entre 22 e 64 anos, selecionados entre estudantes e servidores 
da Universidade Federal do Paraná (UFPR). As amostras foram obtidas por punção 
venosa de 10 ml de sangue venoso e transferidas para tubos contendo EDTAK3 
(1 mg/ml de sangue). 
Os doadores, após terem ouvido uma exposição de motivos a respeito dos 
objetivos e da importância do estudo, bem como dos procedimentos técnicos a 
serem desenvolvidos, compareceram ao Laboratório Escola da UFPR para coleta de 
sangue. Nesse momento, os participantes tiveram a oportunidade de ler o Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo I), terem suas dúvidas 
esclarecidas e, se assim o concordassem, assinar o TCLE, aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Setor de Ciências da Saúde da 
UFPR, com número 172.528 e CAAE 09626612.0.0000.0102 (Anexo II). Em 
seguida, realizou-se a coleta de sangue. 
4.1.2 Reagentes e Equipamentos 
Reagentes: hidroxiureia cristalina (Sigma Aldrich S/A); terc-butilhidroperóxido 
(t-BHP) (Sigma Aldrich S/A); 2,2’azobis (2-metil-propionamidina) dihidrocloro (AAPH) 
(Sigma Aldrich S/A); vitamina C (Sigma Aldrich S/A); ácido metafosfórico;  
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ácido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzóico) (DTNB) (Reagente de Ellman); ácido tricloacético 
25%; solução fosfato salina (PBS) 10 mmoles/l pH 7,4; saponina 1%; EDTA 
dissódico; solução de Na2HPO4 300 mmoles/l; Solução de NaOH 0,05 mmol/l; 
Solução de NaCl 154 mmoles/l; tampão fosfato 60 mmoles/l pH 6,8; tampão citrato 
dissódico 10 g/l pH 8,0; kit bioquímico G6-PD Randox®; sonda lipossolúvel 2,7- 
dicloro-dihidro-fluoresceína-diacetato (DCFH-DA) (Sigma Aldrich S/A). 
 
Equipamentos: agitador de tubos AP 56 (Phoenix®); analisador automático 
bioquímico COBAS MIRA (Roche®); analisador hematológico Coulter T-890; 
centrífuga para Eppendorf; centrífuga Parsec CT-0603; estufa ECB 1.2 digital; estufa 
FANEM 002CB; espectrofotômetro CINTRA 10; fluorímetro Multi Detection System 
(GloMax®); pHmetro (Hanna®). 
4.2 MÉTODOS 
4.2.1 Isolamento de eritrócitos 
As amostras de sangue venoso coletado em EDTAK3 foram centrifugadas a 
1000 x g por 10 min, retirando-se o plasma e a camada de leucócitos e, em seguida, 
os eritrócitos foram lavados três vezes, por centrifugação, com solução gelada de 
NaCl 154 mmoles/l. Os eritrócitos foram ressuspendidos em solução de tampão 
fosfato salina (PBS) 10 mmoles/l pH 7,4 para valores de volume globular próximos a 
40% (para a técnica de determinação de GSH) e a 10% (para as demais 
determinações). A confirmação dos valores de volume globular e concentração de 
Hb foram realizadas em analisador hematológico Coulter T-890. 
As suspensões de eritrócitos, preparadas diariamente, foram separadas em 
alíquotas, as quais foram então centrifugadas por 5 min a 1200 x g, retirando-se o 
volume de sobrenadante correspondente ao volume de solução reagente a ser 
adicionado, não se alterando assim o volume globular final.  
39 
 
Material e Métodos 
4.2.2 Preparo da hidroxiureia e vitamina C 
A HU e a vitamina C foram dissolvidas em PBS 10 mmoles/l pH 7,4 
imediatamente antes do uso. Foram preparadas soluções mãe de vitamina C a  
1 mol/l e de HU a 100 mmoles/l. 
4.2.3 Tratamento das amostras com HU 
A solução mãe de HU foi diluída imediatamente antes do uso, em tampão 
PBS 10 mmoles/l pH 7,4. Foram adicionadas às suspensões de eritrócitos com 
volume globular de 10 e 40%, soluções diluídas de HU, de forma a se obter 
concentrações finais de 0,125; 0,25; 0,5; 1 mmol/l para as determinações de  
meta-Hb, TBARS, hemólise, GSH e G6-PD, e concentrações finais de 0,25; 0,5; 1 e 
2 mmoles/l para determinação de ERO. As células vermelhas normais foram 
incubadas à temperatura ambiente por 30 min ou 1 h, dependendo da determinação 
a ser realizada. 
4.2.4 Tratamento das amostras com vitamina C 
A solução mãe de vitamina C foi diluída imediatamente antes do uso, em 
tampão PBS 10 mmoles/l pH 7,4. Foram adicionadas às suspensões de eritrócitos 
com volume globular de 10 ou 40%, soluções diluídas de vitamina C, de forma a se 
obter concentrações finais de 0,1; 1 e 10 mmoles/l para as determinações de  
meta-Hb, TBARS, hemólise, GSH e G6-PD e concentrações finais de 0,125; 0,25 e 
0,5 mmol/l para determinação de ERO. As células vermelhas normais foram 
incubadas à temperatura ambiente por 30 min ou 1 h, dependendo da determinação 
a ser realizada.  
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4.2.5 Tratamento das amostras com substâncias oxidantes t-BHP e AAPH 
O t-BHP foi dissolvido em PBS 10 mmoles/l, pH 7,4. As concentrações 
molares a serem testadas do oxidante t-BHP variaram de acordo com a 
determinação a ser realizada, conforme padronização realizada: GSH–1 mmol/l; 
meta-Hb–2 mmoles/l; ERO–175 µmoles/l; TBARS–2 mmoles/l; G6-PD–5 mmoles/l.  
O AAPH foi dissolvido em PBS 10 mmoles/l, pH 7,4 para a determinação das 
porcentagens de hemólise, sendo que a concentração final utilizada foi de 
200 mmoles/l. 
As incubações com vitamina C ou HU, e posteriormente com os agentes 
oxidantes t-BHP ou AAPH, foram realizadas sequencialmente, no mesmo dia. 
4.2.6 Determinação da concentração de glutationa reduzida (GSH) 
A dosagem de GSH foi realizada por método colorimétrico com leitura de 
absorbância no espectro UV-VIS a 412 nm. O método se baseia no desenvolvimento 
de cor amarela ao se adicionar ácido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB), 
conhecido como reagente de Ellman, a compostos de SH. DTNB e GSH reagem 
formando o GSSG e o ácido 2-nitro-5-benzóico (TNB), produto amarelo monitorado 
espectrofotometricamente (Figura 14). 
 
 
FIGURA 14 - REAÇÃO ENTRE DTNB E GSH 
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A concentração de GSH foi determinada pelo método de Beutler (1984), 
modificado. Suspensões de eritrócitos a 40% foram separadas em alíquotas de 
250 µl em microtubos Eppendorf, adicionando-se t-BHP para a concentração final de 
1 mmol/l e incubando-se à temperatura ambiente por 1 h, sob homogeneização. 
Para testar uma possível diminuição no consumo da GSH, as amostras foram 
previamente incubadas com HU e vitamina C por 1 h, à temperatura ambiente. As 
amostras sem tratamento foram analisadas como controle. 
Foram adicionados 50 µl de suspensão de eritrócitos a 40% a 500 µl de 
água deionizada, deixando-se à temperatura ambiente por 5 min para completar a 
hemólise. Neste momento, determinou-se a concentração de Hb do hemolisado. Em 
seguida, foram adicionados 750 µl de solução precipitante (ácido metafosfórico 
1,67g; EDTA dissódico 0,2 g, NaCl 30 g; q.s.p. 100 ml), homogeneizando-se e 
deixando em repouso por 5 min. Em substituição à filtração em papel quantitativo da 
técnica original, após a homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 
13000 x g por 10 min. Foram adicionados 500 µl do sobrenadante límpido a 2 ml de 
solução recente de Na2HPO4 300 mmoles/l. A absorbância foi lida a 412 nm (A1)  e, 
após adicionar-se 250 µl do reagente DTNB (DTNB 200 mg/l em tampão citrato 
dissódico 10 g/l pH 8,0) e agitar-se por inversão, procedeu-se a uma nova leitura a 
412 nm (A2). A cor que se desenvolve permanece estável por 10 min. O branco foi 
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4.2.7 Determinação da concentração da meta-Hb 
O método proposto por Naoum, Radispiel e Moraes (2004) fundamenta-se 
nas absorbâncias específicas das moléculas de oxi-Hb e meta-Hb naturalmente 
presentes nos eritrócitos, estabilizadas em solução tamponada de baixa molaridade 
e com pH 6,8, similar ao ponto isoelétrico da Hb. 
Esta técnica apresenta alta especificidade, baixa interferência química, baixo 
custo operacional, sensibilidade e reprodutibilidade elevadas, além do baixo risco de 
toxicidade ao meio ambiente (NAOUM; RADISPIEL; MORAES, 2004).  
Suspensões de eritrócitos a 10% foram separadas em alíquotas de 400 µl 
em microtubos Eppendorf, adicionando-se HU e vitamina C nas concentrações 
determinadas. As amostras tratadas com vitamina C foram incubadas à temperatura 
ambiente por 1 h e as tratadas com HU, por 30 min. Em seguida, as amostras foram 
incubadas com t-BHP para a concentração final de 2 mmoles/l, sob homogeneização 
à temperatura ambiente por 15 min. As amostras sem tratamento foram analisadas 
como controle. Após a incubação, foi preparado um hemolisado. Em um tubo, 
identificado como A, foram adicionados 100 µl de suspensão de eritrócitos a 10% a 
100 µl de saponina 1%. Após agitação, para provocar hemólise, foi adicionado 1 ml 
de tampão fosfato 60 mmoles/l, pH 6,8, homogeneizando-se a solução por inversão. 
Em um tubo B, foram adicionados 100 µl da solução A a 1 ml do tampão fosfato. Os 
tubos foram homogeneizados por inversão e foram realizadas duas leituras de 
absorbância, no tubo A a 630 nm e no tubo B a 540 nm, utilizando-se o mesmo 




 Abs(Tubo A) x 100
%metaHb=        
Abs (Tubo A) + [Abs (Tubo B) x 10]
  
 
Obs: O coeficiente 10 se deve à diluição realizada no tubo B (100 µl do tubo 
A: 1 ml do tampão fosfato), para obter sensibilidade técnica na leitura 
espectofotométrica da oxi-Hb em 540 nm. 
Os valores de referência para adultos normais para essa técnica são de 1,92 
a 3,88% de meta-Hb. 
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4.2.8 Detecção de espécies reativas de oxigênio (ERO) 
A detecção de ERO intracelulares foi realizada através do uso da sonda 
lipossolúvel DCFH-DA, que se difunde para dentro das células e no citosol é 
deacetilada por esterases, formando 2,7-dicloro-dihidro-fluoresceína (DCFH), a qual 
se torna disponível para agir como substrato aos RL formados no meio intracelular 
(Figura 15). Após oxidação, a então formada 2 - dicloro-fluoresceína (DCF) emite 
fluorescência, que é medida em fluorímetro. A técnica apresenta alta sensibilidade 
de detecção de ERO e a sonda utilizada apresenta especificidade aumentada ao 
H2O2. O método descrito abaixo é adaptado de López-Revuelta et al. (2005). 
 
 
FIGURA 15 - MECANISMO DE AÇÃO DA SONDA DCFH-DA 
    FONTE: SILVEIRA (2004) 
 
A suspensão de eritrócitos a 10% foi incubada com 5µl de sonda DCFH-DA 
10 μmoles/l por 30 min a 37ºC em microplaca de imunoensaio, sob agitação, na 
ausência de luz. Após a incubação com a sonda, a suspensão de eritrócitos foi 
diluída a 1:10 em PBS 10 mmoles/l pH 7,4 e novamente incubada com HU e 
vitamina C por 30 min. As amostras sem tratamento foram analisadas como controle. 
O agente oxidante t-BHP foi adicionado para concentração final de 175 µmoles/l e, 
após 15 min de incubação a 37ºC, a placa de 96 poços utilizada foi submetida à 
leitura em 488 nm (excitação) e 528 nm (emissão) em fluorímetro Multi Detection 
System (GloMax®). As determinações foram realizadas em quadruplicata. 
44 
 
Material e Métodos 
A produção de ERO foi obtida através da comparação entre as Unidades de 
Fluorescência do DCF por grama de Hb (UF/g Hb) de cada amostra, em relação à 
amostra exposta ao t-BHP na ausência da HU e da vitamina C. 
4.2.9 Determinação de peroxidação lipídica pela detecção de substâncias reativas 
ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). 
O princípio deste ensaio está na reação dos produtos de peroxidação lipídica 
com o TBA, formando um produto colorido rosa, que pode ser monitorado 
espectrofotometricamente de 532 a 535 nm. Um dos principais produtos formados 
no processo oxidativo é o MDA. Neste ensaio, uma molécula de MDA reage com 




FIGURA 16 - REAÇÃO ENTRE ÁCIDO TIOBARBITÚRICO E MALONILDIALDEÍDO 
         FONTE: OSAWA; FELICIO; GONÇALVES (2005) 
 
  
Foi empregada a técnica de Stocks e Dormandy (1971). A 600 µl de suspensão 
de eritrócitos a 10%, foram adicionadas soluções com concentrações determinadas 
de HU e vitamina C, incubando-se por 30 min e 1 h à temperatura ambiente, 
respectivamente. Em seguida foi acrescentado t-BHP para concentração final de 
2 mmoles/l, mantendo-se por 15 min, à temperatura ambiente, sob homogeneização. 
A reação oxidativa foi paralisada pela adição de 250 µl de ácido tricloacético 25%. 
Após a homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 1200 x g por 10 min. A 
600 µl do sobrenadante, foi adicionada a mesma quantidade de TBA 10 g/l em 
NaOH 0,05 mol/l. Esta solução foi aquecida a 100ºC por 15 min, verificando-se a 
formação de produto colorido. A proteção da HU e da vitamina C contra a 
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peroxidação lipídica foi observada através de determinação da absorbância a 
532 nm, após resfriamento das amostras. As amostras sem tratamento foram 









Obs: Para o cálculo, foram levados em conta a concentração da Hb da 
suspensão de eritrócitos a 10% e o coeficiente de extinção molar  
(1,56 x 105 x l/mmoles/cm), sendo os resultados expressos em nmoles de 
TBARS/g Hb. 
4.2.10 Determinação das porcentagens de hemólise 
A suscetibilidade aumentada ao estresse oxidativo ocasionado por fatores 
externos ou pela auto-oxidação da Hb leva a uma série de eventos que culminam no 
aumento da concentração da Hb extracelular do sobrenadante das suspensões de 
eritrócitos. O método descrito abaixo é adaptado de Banerjee et al. (2008). 
Suspensões de eritrócitos a 10% foram separadas em alíquotas de 200 µl 
em microtubos Eppendorf, adicionando-se 200 µl de AAPH para concentração final 
de 200 mmoles/l e incubadas a 37ºC por 3 h. Para testar uma possível proteção 
contra a hemólise, as amostras foram previamente incubadas com HU e vitamina C 
nas concentrações determinadas por 30 min e 1 h, respectivamente. As amostras 
sem tratamento foram analisadas como controle. 
Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 1200 x g por 5 min, e 
a extensão da hemólise foi determinada espectrofotometricamente através da 
medida da absorbância do sobrenadante a 560 nm. Como referência, os eritrócitos 
foram tratados com água destilada e a absorbância do hemolisado foi considerada 
como 100% e assinalado como controle. 
A hemólise (%) foi obtida através da comparação entre as absorbâncias de 
cada tubo, em relação à absorbância da amostra tratada com água destilada.  
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4.2.11 Determinação da atividade enzimática de glicose 6-fosfato desidrogenase 
(G6-PD). 
A concentração da G6-PD foi determinada pelo kit G6-PD Randox®, através 
da taxa de variação da absorbância a 340 nm associada à redução do NADP. As 
determinações foram realizadas no analisador automático de bioquímica COBAS 
MIRA, Roche®. A programação para o teste é padrão e foi fornecida pela Randox®. 
Os eritrócitos foram lavados por centrifugação, a partir de aproximadamente 
200 µl de sangue total, com 2 ml de solução de PBS 10 mmoles/l pH 7,4, por três 
vezes. Em seguida, suspensões de eritrócitos a 20% foram incubadas com HU ou 
vitamina C por 1 h, à temperatura ambiente, e sequencialmente, com t-BHP, na 
concentração final de 5 mmoles/l, por 1 h, à temperatura ambiente. Após nova 
centrifugação e retirada de sobrenadante, os eritrócitos foram ressuspensos pelo 
reagente R4 (Randox®), contendo digitonina para a completa hemólise. O 
hemolisado ficou em repouso por 15 min a 4ºC; em seguida, foram feitos 2 ciclos de 
gelo/degelo e, por fim, o hemolisado foi centrifugado novamente para a obtenção de 
um sobrenadante o mais límpido possível. O sobrenadante foi utilizado para a 
determinação da G6-PD num prazo máximo de 2 h. Os volumes de pipetagem de 
reagentes e amostras estão disponíveis na programação fornecida pela Randox®, 
especificamente para o analisador Cobas Mira. 
O equipamento libera o resultado em mUI de eritrócitos/ml de sangue. Para 
conversão em UI/g Hb, o valor liberado pelo equipamento foi dividido pelo valor da 
Hb da amostra (g/l). 
4.3 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
Os dados resultantes dos experimentos foram submetidos à análise 
estatística de variância (ANOVA inteiramente casualizada e fatorial), seguida do 
teste de Tukey para comparação de pares de médias. Foi utilizado o pacote 
estatístico para microcomputador Statistica 10 (StatSoft). A significância estatística 





O grupo de estudo sobre a ação antioxidante de HU e da vitamina C em 
eritrócitos foi constituído por 24 indivíduos saudáveis, sendo 17 do gênero feminino 
(70,8%) e 7 do gênero masculino (29,2%), com idades entre 22 e 64 anos, entre 
alunos, professores e servidores técnico-administrativos da UFPR. 
Os fatores de inclusão do grupo de estudo foram: valores hematimétricos 
normais, histórico familiar negativo para doenças hematológicas e ausência de uso 
de qualquer medicamento com propriedades oxidantes. As amostras de sangue 
foram coletadas em EDTAK3.   
Os valores médios e desvios padrão de concentração de Hb encontrados 
foram de 15,53 ± 0,63 g/dl para homens e 13,37 ± 0,70 g/dl para mulheres, 
compreendidos nos valores descritos na literatura para populações adultas normais 
(VALDATI; HENNEBERG; DO NASCIMENTO, 2011). 
 
 
5.1 GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) 
 
 
Na Tabela 1 são demonstradas as médias e os desvios padrão da dosagem 
de GSH em µmoles por grama de Hb (µmoles/g Hb) de eritrócitos de indivíduos 
normais. A exposição dos eritrócitos ao t-BHP na concentração 1 mmol/l levou ao 
consumo de praticamente toda a GSH, e os tratamentos com vitamina C ou HU não 












TABELA 1 –  VALORES MÉDIOS E DESVIOS PADRÃO DE GSH EM ERITRÓCITOS DE 
INDIVÍDUOS NORMAIS SUBMETIDOS AO ESTRESSE OXIDATIVO PELO  
t-BHP 1 mmol/l APÓS AÇÃO DE VITAMINA C OU HIDROXIUREIA EM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES 
 
        Tratamento   Média ± DP 
BASAL   6,77 ± 1,45 
t-BHP (mmol/l) 1 0,29 ± 0,15 
VITAMINA C 
(mmoles/l) 
0,1 0,28 ± 0,20 
1 0,34 ± 0,21 
10 0,30 ± 0,24 
HIDROXIUREIA 
(mmol/l) 
0,125 0,22 ± 0,18 
0,25 0,27 ± 0,19 
0,5 0,32 ± 0,19 
1 0,29 ± 0,22 
 
FONTE: O autor (2013) 
NOTA: Concentração de GSH (µmoles/g Hb) em suspensões de eritrócitos (hematócrito 40%) 
de indivíduos normais, após incubação à temperatura ambiente por 1 h com vitamina C ou 
HU e posteriormente com t-BHP nas mesmas condições. 
 
Na Figura 17 são apresentadas as concentrações médias de GSH 
(µmoles/g Hb) em eritrócitos humanos normais no estado basal, após ação oxidante 
do t-BHP na concentração 1 mmol/l, protegidos ou não da ação antioxidante da 
vitamina C em concentrações de 0,1 a 10 mmoles/l. 
 
 
FIGURA 17 – CONCENTRAÇÃO DE GSH EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS 
NORMAIS TRATADOS COM VITAMINA C 0,1; 1 E 10 mmoles/l E 
SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 1 mmol/l  
NOTA: Concentração de GSH em suspensões de eritrócitos (hematócrito 
40%) de indivíduos normais, após incubação à temperatura ambiente por 
1 h com vitamina C e posteriormente com t-BHP nas mesmas condições. 
As barras de erro representam os desvios padrão. *Diferenças 




Na Figura 18 ilustra-se o comportamento de GSH (µmoles/g Hb) no 
estado basal, após ação do t-BHP na concentração 1 mmol/l, com ou sem 





FIGURA 18 - CONCENTRAÇÃO DE GSH EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS 
NORMAIS TRATADOS COM HU 0,125; 0,25; 0,5 E 1 mmol/l E 
SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 1 mmol/l 
NOTA: Concentração de GSH em suspensões de eritrócitos (hematócrito 
40%) de indivíduos normais, após incubação à temperatura ambiente por 
1 h com HU e posteriormente com t-BHP nas mesmas condições. As 
barras de erro representam os desvios padrão. *Diferenças estatísticas 
significativas em relação ao basal (p<0,0001; teste de Tukey).  
 
A ação oxidante de t-BHP 1 mmol/l foi demonstrada pela depleção das 
concentrações de GSH. O tratamento dos eritrócitos com oxidante t-BHP e com as 
diferentes concentrações de vitamina C ou HU apresentaram diferença estatística 
significativa em relação ao basal (p<0,0001; teste de Tukey). Nenhuma outra 
diferença foi observada; ou seja, tanto a vitamina C quanto a HU não demonstraram 















5.2 META-HEMOGLOBINA (META-Hb) 
 
 
Utilizando-se a técnica padronizada segundo Naoum, Radispiel e Moraes 
(2004), avaliou-se a porcentagem de meta-Hb em eritrócitos de indivíduos normais 
submetidos ao estresse oxidativo pelo t-BHP e testou-se o efeito protetor da 
vitamina C e da HU. Os valores de referência (basal) para adultos normais para essa 
técnica são de 1,92 a 3,88% de meta-Hb (NAOUM; RADISPIEL; MORAES, 2004).  
Na Tabela 2 são demonstradas as médias e os desvios padrão de meta-Hb 
em eritrócitos de indivíduos normais. Observou-se que em nível basal o valor médio 
encontrado foi de 2,79% de meta-Hb, valor compreendido nos valores de referência 
para a técnica utilizada. Houve aumento da formação de meta-Hb após incubação 
dos eritrócitos com t-BHP na concentração de 2 mmoles/l, sendo que a incubação 
prévia dos eritrócitos com vitamina C ou HU não conferiu proteção frente ao efeito 
oxidativo do t-BHP.  
 
TABELA 2 – VALORES MÉDIOS E DESVIOS PADRÃO DA PORCENTAGEM DE META-HB EM 
ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS NORMAIS SUBMETIDOS AO ESTRESSE 
OXIDATIVO PELO t-BHP 2 mmoles/l APÓS AÇÃO DE VITAMINA C OU 
HIDROXIUREIA EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 
 
Tratamento   Média ± DP 
BASAL   2,79 ± 0,32 
t-BHP (mmoles/l) 2 9,10 ± 2,53 
VITAMINA C 
(mmoles/l) 
0,1 8,08 ± 2,78 
1 7,51 ± 2,32 
10 7,51 ± 2,33 
HIDROXIUREIA 
(mmol/l) 
0,125 8,22 ± 2,90 
0,25 8,19 ± 2,47 
0,5 7,79 ± 2,19 
1 7,38 ± 2,12 
 
FONTE: O autor (2013) 
NOTA: Porcentagens de meta-Hb de suspensões de eritrócitos (hematócrito 10%) de 
indivíduos normais, após incubação à temperatura ambiente com vitamina C por 1 h ou HU 






Na Figura 19 são apresentadas as porcentagens de meta-Hb em eritrócitos 
humanos normais no estado basal, após ação oxidante do t-BHP na concentração 
de 2 mmoles/l, com ou sem proteção por ação antioxidante da vitamina C em 





FIGURA 19 - PORCENTAGENS DE META-HB EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS 
NORMAIS TRATADOS COM VITAMINA C 0,1; 1 E 10 mmoles/l E 
SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 2 mmoles/l 
NOTA: Porcentagem de meta-Hb de suspensões de eritrócitos 
(hematócrito 10%) de indivíduos normais, após incubação à temperatura 
ambiente com vitamina C por 1 h e, posteriormente, com t-BHP por 
15 min. As barras de erro representam os desvios padrão. *Diferenças 






Na Figura 20 são demonstradas as porcentagens meta-Hb no estado basal, 
após ação do t-BHP na concentração de 2 mmoles/l, com ou sem proteção por 
exposição à HU em concentrações de 0,125 a 1 mmol/l. 
 
 
FIGURA 20 - PORCENTAGENS DE META-HB EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS 
NORMAIS TRATADOS COM HU 0,125; 0,25; 0,5 E 1 mmol/l E 
SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 2 mmoles/l 
NOTA: Porcentagens de meta-Hb de suspensões de eritrócitos 
(hematócrito 10%) de indivíduos normais, após incubação à temperatura 
ambiente com HU por 30 min e, posteriormente, com t-BHP por 15 min. 
As barras de erro representam os desvios padrão. *Diferenças 
estatísticas significativas em relação ao basal (p<0,0001; teste de 
Tukey).  
 
Observou-se aumento na formação de meta-Hb após incubação com agente 
oxidante t-BHP, havendo diferença estatística signficativa em relação ao basal 
(p<0,0001; teste de Tukey). Em relação aos tratamentos com vitamina C e HU, 
ambas apresentaram diferença em relação ao basal. Nenhuma outra diferença 
significativa foi observada e, portanto, nas concentrações testadas, estas 
substâncias não foram capazes de evitar o aumento na formação de meta-Hb 





5.3 DETECÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (ERO) 
  
 
Na Figura 21 ilustra-se a produção de ERO em eritrócitos de indivíduos 
normais em unidades de fluorescência por grama de hemoglobina (UF/g Hb) no 
estado basal, após ação da vitamina C em concentrações de 12,5 a 50 µmoles/l e do 
t-BHP 175 µmoles/l. 
 
 
FIGURA 21 –  PRODUÇÃO DE ERO EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS NORMAIS 
TRATADOS COM VITAMINA C 12,5; 25 E 50 µmoles/l E SUBMETIDOS 
À AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 175 µmoles/l  
NOTA: Produção de ERO de suspensões de eritrócitos (hematócrito 
10%) de indivíduos normais, após incubação à 37ºC com vitamina C por 
30 min e, posteriormente, com t-BHP por 15 min. As barras de erro 
representam os desvios padrão. *Diferenças estatísticas significativas 
em relação ao basal (p<0,05; teste de Tukey). **Diferenças estatísticas 
significativas em relação à incubação com t-BHP 175 µmoles (p<0,05; 














Na Figura 22 demonstra-se a produção de ERO (UF/g Hb) em eritrócitos de 
indivíduos normais no estado basal, após ação do t-BHP 175 µmoles/l, com ou sem 
proteção por ação da HU em concentrações de 0,25 a 2 mmoles/l.  
 
 
FIGURA 22 – PRODUÇÃO DE ERO EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS NORMAIS 
TRATADOS COM HU 0,25; 0,5; 1 E 2 mmoles/l E SUBMETIDOS À 
AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 175 µmoles/l  
NOTA: Produção de ERO de suspensões de eritrócitos (hematócrito 
10%) de indivíduos normais, após incubação à 37ºC com HU por 30 min 
e, posteriormente, com t-BHP por 15 min. As barras de erro representam 
os desvios padrão. *Diferenças estatísticas significativas em relação ao 
basal (p<0,05; teste de Tukey). **Diferenças estatísticas significativas em 
relação à incubação com t-BHP 175 µmoles (p<0,05; teste de Tukey).  
 
 
A produção de ERO em nível basal apresentou diferença estatisticamente 
significativa frente aos tratamentos com t-BHP 175 µmoles/l, vitamina C e HU 
(p<0,05; teste de Tukey).  
A concentração de vitamina C 12,5 µmoles/l não apresentou diferença 
estatística com o t-BHP 175 µmoles/l, demonstrando baixo potencial de proteção 
contra a produção de ERO. 
Em contrapartida, concentrações de vitamina C a 25 e 50 µmoles/l 
apresentaram diferença significativa com o t-BHP 175 µmoles/l (p<0,05; teste de 
Tukey), indicando efeito protetor na produção de ERO. Este efeito foi dose-
dependente; ou seja, quanto maior a concentração testada, maior a inibição da 




A concentração de HU 0,25 mmol/l não apresentou diferença estatística com 
o t-BHP 175 µmoles/l, indicando baixo potencial de proteção contra a produção de 
ERO. 
Por sua vez, concentrações de HU a 0,5; 1 e 2 mmoles/l apresentaram 
diferenças significativas em relação à incubação com o t-BHP 175 µmoles/l (p< 0,05; 
teste de Tukey), demonstrando efeito inibidor na produção de ERO. Assim como 
com a vitamina C, este efeito protetor foi dose-dependente. 
 
 
5.4 SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS) 
  
 
Os valores médios e desvios padrão dos resultados da quantificação indireta 
de compostos resultantes da peroxidação lipídica (TBARS) da membrana plasmática 
de eritrócitos de indivíduos normais em nmoles de TBARS por grama de 
hemoglobina (nmoles/g Hb) no estado basal, após ação do t-BHP, com ou sem a 
proteção de vitamina C ou HU, são expostos na Tabela 3. 
Houve aumento na formação de TBARS após incubação da suspensão de 
eritrócitos com t-BHP na concentração 2 mmoles/l. 
 
TABELA 3 – VALORES MÉDIOS E DESVIOS PADRÃO DE TBARS EM ERITRÓCITOS DE 
INDIVÍDUOS NORMAIS SUBMETIDOS AO ESTRESSE OXIDATIVO PELO  
t-BHP 2 mmoles/l APÓS AÇÃO DE VITAMINA C OU HIDROXIUREIA EM 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 
 
      Tratamento   Média ± DP 
BASAL   56,69 ± 15,56 
t-BHP (mmoles/l) 2 167,0 ± 52,68 
VITAMINA C 
(mmoles/l) 
0,1 89,23 ± 26,80 
1 81,55 ± 22,57 
10 69,13 ±18,33 
HIDROXIUREIA 
(mmol/l) 
0,125 127,72 ± 47,30 
0,25 105,28 ± 38,33 
0,5 92,34 ± 27,72 
1 85,71 ± 27,60 
 
FONTE: O autor (2013) 
NOTA: Concentração de TBARS (nmoles/g Hb) em suspensões de eritrócitos (hematócrito 
10%) de indivíduos normais, após incubação à temperatura ambiente com vitamina C por 1 h 





Na Figura 23 são demonstradas as concentrações de TBARS (nmoles/g Hb) 
em eritrócitos humanos normais no estado basal, após exposição ao oxidante 
oxidante do t-BHP 2 mmoles/l, com ou sem a proteção da ação antioxidante da 




FIGURA 23 – CONCENTRAÇÕES DE TBARS EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS 
NORMAIS TRATADOS COM VITAMINA C 0,1; 1 E 10 mmoles/l E 
SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 2 mmoles/l 
NOTA: Concentração de TBARS em suspensões de eritrócitos 
(hematócrito 10%) de indivíduos normais, após incubação à temperatura 
ambiente por 1 h com vitamina C e posteriormente com t-BHP por 15 min. 
As barras de erro representam os desvios padrão. *Diferenças estatísticas 
significativas em relação ao basal (p<0,05; teste de Tukey).  **Diferenças 
estatísticas significativas em relação à incubação com t-BHP 2 mmoles/l 





Na Figura 24 são apresentadas as concentrações de TBARS (nmoles/g Hb) 
em eritrócitos de indivíduos normais no estado basal, após ação do t-BHP 
2 mmoles/l, com ou sem a ação da HU em concentrações de 0,125 a 1 mmol/l. 
 
 
FIGURA 24 -  CONCENTRAÇÕES DE TBARS EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS 
NORMAIS TRATADOS COM HU 0,125; 0,25; 0,5 E 1 mmol/l E 
SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 2 mmoles/l 
NOTA: Concentrações de TBARS em suspensões de eritrócitos 
(hematócrito 10%) de indivíduos normais, após incubação à temperatura 
ambiente por 30 min com HU e posteriormente com t-BHP por 15 min. 
As barras de erro representam os desvios padrão. *Diferenças 
estatísticas significativas em relação ao basal (p<0,05; teste de Tukey). 
**Diferenças estatísticas significativas em relação à incubação com  
t-BHP 2 mmoles/l (p<0,05; teste de Tukey).  
 
Todas as concentrações de vitamina C testadas apresentaram diferenças 
estatísticas significativas com o t-BHP 2 mmoles/l (p<0,05; teste de Tukey), pois 
foram capazes de diminuir a produção de TBARS. Este efeito inibidor foi dose-
dependente; ou seja, quanto maior a concentração testada, menor a peroxidação 
lipídica.  
As amostras tratadas com vitamina C 1 e 10 mmoles/l não apresentaram 
diferenças estatisticamente significantes em relação ao basal, demonstrando que, 
nessas concentrações, estas substâncias são muito eficientes para proteger o 




Todas as concentrações de HU testadas apresentaram diferenças estatísticas 
significativas em relação ao t-BHP 2 mmoles/l (p< 0,05; teste de Tukey), indicando 
que esta substância possui potencial protetor e é capaz de diminuir a produção de 
TBARS. Este efeito inibidor foi dose-dependente; ou seja, quanto maior a 
concentração testada, menor a peroxidação lipídica.  
As amostras tratadas com HU 1 mmol/l não apresentaram diferença 
estatisticamente significante em relação ao basal, demonstrando que, nessa 
concentração, estas substâncias são eficientes para proteger o eritrócito contra a 
peroxidação lipídica de sua membrana.  
 
 
5.5 PORCENTAGEM DE HEMÓLISE 
 
Os valores médios e desvios padrão das porcentagens de hemólise de 
eritrócitos de indivíduos normais no estado basal, após ação oxidante do AAPH 
200 mmoles/l e após ação da vitamina C e HU, são demonstrados na Tabela 4. Os 
resultados foram descritos em porcentagem, sendo que a hemólise total (100%) foi 
considerada para as suspensões de eritrócitos tratadas com água destilada.  
TABELA 4 – VALORES MÉDIOS E DESVIOS PADRÃO DAS PORCENTAGENS DE HEMÓLISE 
EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS NORMAIS, SUBMETIDOS AO ESTRESSE 
OXIDATIVO PELO AAPH 200 mmoles/l APÓS AÇÃO DE VITAMINA C OU 
HIDROXIUREIA EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 
 
Tratamento                        Média ± DP 
Água Destilada   100% 
Basal   7,03 ± 1,9 
AAPH (mmoles/l) 200 86,57 ± 6,17 
VITAMINA C 
(mmoles/l) 
0,1 57,64 ± 7,89 
1 52,77 ± 11,24 
10 8,78 ± 2,62 
HIDROXIUREIA 
(mmol/l) 
0,125 64,76 ± 7,5 
0,25 62,46 ± 8,9 
0,5 55,24 ± 10,6 
1 33,86 ± 8,31 
 
FONTE: O autor (2013) 
NOTA: Porcentagens de hemólise em suspensões de eritrócitos (hematócrito 10%) de 
indivíduos normais, após incubação à temperatura ambiente com vitamina C por 1 h ou HU 




Na Figura 25 são demonstradas as porcentagens de hemólise em eritrócitos 
humanos normais no estado basal, após exposição ao AAPH 200 mmoles/l, com ou 
sem a proteção da ação antioxidante da vitamina C em concentrações de 0,1 a 
10 mmoles/l.  
 
 
FIGURA 25 - PORCENTAGENS DE HEMÓLISE EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS 
NORMAIS TRATADOS COM VITAMINA C 0,1; 1 E 10 mmoles/l E 
SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE AAPH 200 mmoles/l 
NOTA: Porcentagens de hemólise em suspensões de eritrócitos 
(hematócrito 10%) de indivíduos normais, após incubação à temperatura 
ambiente por 1 h com vitamina C e posteriormente com AAPH a 37ºC 
por 3 h. A hemólise ocorrida quando as amostras basais foram diluídas 
em água destilada foi considerada como 100%. As barras de erro 
representam os desvios padrão. Todas as incubações apresentaram 
diferenças estatísticas significativas em relação à hemólise de 100%.  
*Diferenças estatísticas significativas em relação ao basal (p<0,0001; 
teste de Tukey). **Diferenças estatísticas significativas em relação ao 




Na Figura 26 são apresentadas as porcentagens de hemólise em eritrócitos 
humanos normais no estado basal, após ação do AAPH 200 mmoles/l, com ou sem 




FIGURA 26 - PORCENTAGENS DE HEMÓLISE EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS 
NORMAIS TRATADOS COM HU 0,125; 0,25; 0,5 E 1 mmol/l E 
SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE AAPH 200 mmoles/l 
NOTA: Porcentagens de hemólise em suspensões de eritrócitos 
(hematócrito 10%) de indivíduos normais, após incubação à temperatura 
ambiente por 30 min com HU e posteriormente com AAPH a 37ºC por 
3 h. A hemólise ocorrida quando as amostras basais foram diluídas em 
água destilada foi considerada como 100%. As barras de erro 
representam os desvios padrão. *Diferenças estatísticas significativas 
em relação à hemólise de 100%, ao basal e ao AAPH 200 mmoles/l 
(p<0,0001; teste de Tukey).  
 
 
Todas as concentrações de vitamina C testadas apresentaram diferenças 
estatísticas significativas em relação à incubação com o AAPH 200 mmoles/l 
(p<0,0001; teste de Tukey), mostrando serem capazes de proteger parcialmente os 
eritrócitos contra a hemólise. Esta inibição foi dose-dependente; ou seja, quanto 
maior a concentração testada, menores os índices de hemólise.  
As amostras tratadas com vitamina C 10 mmoles/l não apresentaram 
diferença estatisticamente significante com o basal, demonstrando que nessa 
concentração, a vitamina C possui grande potencial protetor frente à hemólise. 
Todas as concentrações de HU testadas apresentaram diferenças estatísticas 




Tukey) indicando sua capacidade em proteger parcialmente os eritrócitos contra a 
hemólise. Esta inibição também foi dose-dependente. 
 
 




Na Tabela 5 são representadas as médias e desvios padrão da atividade da 
enzima G6-PD (UI/g Hb) em sangue total de indivíduos normais no estado basal, e 
após exposição do t-BHP, com ou sem proteção da ação da vitamina C e HU. A 
exposição dos eritrócitos ao t-BHP na concentração 5 mmoles/l ocasionou 
diminuição na atividade da enzima. 
TABELA 5 -  VALORES MÉDIOS E DESVIOS PADRÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE G6-PD 
EM ERITRÓCITOS DE INDIVÍDUOS NORMAIS SUBMETIDOS AO ESTRESSE 
OXIDATIVO PELO t-BHP 5 mmoles/l APÓS AÇÃO DE VITAMINA C OU 
HIDROXIUREIA EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 
 
Tratamento   Média ± DP 
BASAL   7,01 ± 0,93 
t-BHP (mmoles/l) 5 2,63 ± 0,79 
VITAMINA C 
(mmoles/l) 
0,1 2,89 ± 0,78 
1 3,21 ± 0,76 
10 2,92 ± 0,63 
HIDROXIUREIA 
(mmol/l) 
0,125 2,76 ± 0,69 
0,25 2,98 ± 0,64 
0,5 3,67 ± 0,56 
1 4,07 ± 0,61 
 
 
FONTE: O autor (2013) 
NOTA: Atividades enzimáticas de G6-PD (UI/g Hb) em sangue total de indivíduos normais, 
após incubação à temperatura ambiente com vitamina C ou HU por 1 h e posteriormente com 





Na Figura 27 ilustra-se a atividade de G6-PD (UI/g Hb) em sangue total de 
indivíduos normais no estado basal, após ação do t-BHP 5 mmoles/l, com ou sem a 
ação antioxidante da vitamina C em concentrações de 0,1 a 10 mmoles/l. 
 
 
FIGURA 27-  ATIVIDADES ENZIMÁTICAS DE G6-PD EM ERITRÓCITOS DE 
INDIVÍDUOS NORMAIS TRATADOS COM VITAMINA C 0,1; 1 E 
10 mmoles/l E SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 5 mmoles/l  
NOTA: Atividade da enzima G6-PD em sangue total de indivíduos 
normais, após incubação à temperatura ambiente por 1 h com vitamina C 
e posteriormente com t-BHP nas mesmas condições. As barras de erro 
representam os desvios padrão. *Diferenças estatísticas significativas 
em relação ao basal (p<0,0001; teste de Tukey). **Diferenças 
estatísticas significativas para com o t-BHP 5 mmoles/l (p<0,0001; teste 





Na Figura 28 demonstra-se a atividade de G6-PD (UI/g Hb)  em sangue total 
de indivíduos normais no estado basal, após ação oxidante do t-BHP 5 mmoles/l, 
com ou sem ação protetora da HU em concentrações de 0,125 a 1 mmol/l. 
 
 
FIGURA 28 –  ATIVIDADES ENZIMÁTICAS DE G6-PD EM ERITRÓCITOS DE 
INDIVÍDUOS NORMAIS TRATADOS COM HU 0,125; 0,25; 0,5 E 
1 mmol/l E SUBMETIDOS À AÇÃO OXIDANTE DE t-BHP 5 mmoles/l  
NOTA: Atividade da enzima G6-PD em sangue total de indivíduos 
normais, após incubação à temperatura ambiente por 1 h com HU, e 
posteriormente com t-BHP nas mesmas condições. As barras de erro 
representam os desvios padrão. *Diferenças estatísticas significativas 
em relação ao basal (p<0,0001; teste de Tukey). **Diferenças 
estatísticas significativas em relação à incubação com t-BHP 5 mmoles/l 
(p<0,0001; teste de Tukey). 
 
A ação oxidante de t-BHP 5 mmoles/l foi demonstrada pela diminuição da 
atividade da enzima G6-PD. O tratamento dos eritrócitos com oxidante  
t-BHP e com as diferentes concentrações de vitamina C ou HU apresentaram 
diferença significativa em relação ao basal (p<0,0001; teste de Tukey). 
As concentrações de vitamina C testadas não apresentaram diferenças 
significativas em relação ao t-BHP 5 mmoles/l, demonstrando pouca capacidade em 
preservar a atividade da enzima.  
As concentrações de HU a 0,125 e 0,25 mmol/l não apresentaram diferenças 
significativas em relação ao t-BHP 5 mmoles/l, indicando baixa capacidade em 
preservar a atividade da enzima. Em contrapartida, concentrações de HU a 0,5 e 
1 mmol/l apresentaram diferenças significativas em relação ao t-BHP 5 mmoles/l 






Os distúrbios hereditários das hemoglobinas são as doenças genéticas mais 
frequentes no homem e mais difundidas no mundo (MODELL et al., 2001).  
O termo doença falciforme é empregado para designar um grupo com 
alterações hematológicas de origem genética, caracterizado pela presença da Hb S 
em homozigose (Hb SS) – também chamada de AF – ou em heterozigose com 
outras hemoglobinas variantes (MURAO; FERRAZ, 2007).  
A AF ocorre predominantemente entre povos africanos e em 
afrodescendentes, e no Brasil distribui-se heterogeneamente, sendo mais frequente 
nos estados do Norte e Nordeste. Com base em dados do Programa Nacional de 
Triagem Neonatal, estima-se que anualmente nasçam no Brasil 3.500 crianças com 
AF e cerca de 200.000 indivíduos com traço falciforme. Tal cenário permite tratar 
essa doença como problema de saúde pública no Brasil (SIMÕES et al., 2010). No 
Estado do Paraná a prevalência da anemia falciforme é de 2,2:100 mil nascidos 
vivos, com maior incidência nas regiões norte-noroeste (WATANABE et al., 2008), o 
que pode explicado pelo maior grau de miscigenação africana relatada nestas 
localidades (DALALIO et al., 2002). 
Na DF, o estresse oxidativo celular é maior e pode desempenhar um papel 
importante em sua fisiopatologia. A alta taxa de produção de ERO pode ser 
grosseiramente amplificada em resposta a uma variedade de condições patológicas, 
como: hipóxia, hemólise, inflamação, infecção, desidratação e deficiência de 
vitaminas antioxidantes (HASANATO, 2006). 
Quando o eritrócito está sob estresse oxidativo, seja de origem induzida, por 
deficiência de enzimas e de compostos antioxidantes, ou por anormalidades da Hb, 
as lesões eritrocitárias podem acontecer devido à oxidação da Hb a meta-Hb, ao 
ataque de RL aos ácidos graxos poli-insaturados ou às proteínas da membrana ou 
ainda, devido à extensa hemólise (WINTERBOURN, 1990; BRACCI; PERRONE; 
BUONOCORE, 2002). 
O emprego de modelos celulares in vitro pode ser eficaz para estudos 
iniciais de substâncias antioxidantes e de outros compostos (GILLE; JOENJE, 1992). 
Este modelo, apesar de limitado por não reproduzir exatamente as condições do 




2009).  O eritrócito constitui um modelo celular adequado para o presente estudo, 
devido à fácil obtenção e manuseio das amostras, por serem células muito simples, 
sem núcleo ou organelas, e devido à vulnerabilidade dos seus constituintes à 
oxidação (SILVA et al., 2006). 
O eritrócito possui uma rede de mecanismos de defesa altamente evoluída e 
bem integrada, que o capacita a suportar o estresse oxidativo (ASLAN; 
THORNLEYBROWN; FREEMAN, 2000). Porém, quando incubados com agentes 
oxidantes, os eritrócitos em geral apresentam: abundante geração de RL, formação 
de meta-Hb, peroxidação lipídica e hemólise (COMPORTI et al., 2002).  
A exposição dos eritrócitos ao t-BHP, peróxido orgânico amplamente utilizado 
como agente oxidante em estudos in vitro (DOMANSKI; LAPSHINA; ZAVODNIK, 
2005), leva à oxidação da Hb e a danos celulares profundos, através de um 
processo mediado por RL, envolvendo radicais terc-butoxila (LÓPEZ-REVUELTA et 
al., 2005).  
O AAPH, azo composto utilizado para promover processo oxidativo em 
células, se decompõe gerando radical L• que, na presença de O2, é convertido ao 
correspondente radical LOO• (BANERJEE et al., 2008), responsável pelo ataque à 
membrana do eritrócito, desencadeando diversas alterações oxidativas em lipídeos 
e proteínas presentes (SIMÃO et al., 2007). 
A ação antioxidante da vitamina C vem sendo extensivamente estudada. A 
vitamina C é amplamente empregada em medicamentos, nutracêuticos e alimentos 
funcionais, devido a sua elevada capacidade antioxidante. Além disso, é 
frequentemente utilizada em modelos de estudo. Foi considerado relevante, 
também, o fato de diversos autores sugerirem o emprego dessa vitamina no 
tratamento de pacientes portadores de doenças hemolíticas diversas (CHAN et al., 
1999; JAJA et al. 2002).  
No presente estudo, pesquisou-se uma possível ação antioxidante da HU 
sobre o metabolismo oxidativo dos eritrócitos. A HU tem sido alvo de interesse 
científico há mais de 100 anos. A droga é utilizada em várias doenças 
mieloproliferativas e neoplásicas (KOVACIC, 2011). A administração da HU, 
atualmente, é considerada a mais importante terapia para a AF. Os efeitos 
farmacológicos que contribuem para sua eficácia terapêutica incluem a indução da 




da adesão do eritrócito ao endotélio pela redução de moléculas de adesão endotelial 
(SILVA et al., 2011). 
O estresse oxidativo representa um desequilíbrio entre a geração de ERO e a 
baixa concentração de antioxidantes na célula (MANFREDINI et al., 2008). O 
entendimento desses mecanismos oxidativos exarcebados na AF é fundamental 
para a pesquisa de novas estratégias de conduta para melhorar a qualidade de vida 
dos pacientes.   
 
 
6.1 GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) 
 
 
O principal tampão redox do eritrócito é a glutationa, um tripeptídeo formado 
por resíduos de glicina, ácido glutâmico e cisteína, sendo este último aminoácido 
portador do SH, responsável pelas reações de óxido-redução em que participa. A 
manutenção dos níveis de GSH é essencial para sustentar o estado reduzido dos 
tióis de enzimas celulares e de proteínas do citoesqueleto. Esse tripeptídeo é 
importante na proteção da célula contra o estresse oxidativo; na detoxificação de 
uma variedade de xenobióticos eletrofílicos; na remoção de ERO, de peróxidos e 
hidroperóxidos orgânicos e no sequestro de RL (STRYER, 1995; CHEN et al., 2000; 
PASTORE et al., 2003; NELSON; COX, 2006). 
As concentrações de GSH em eritrócitos normais submetidos à ação do  
t-BHP a 1 mmol/l por 1 h diminuíram bruscamente, causando depleção total nos 
níveis de GSH, com diferenças estatisticamente significantes em relação ao valor 
basal (Tabela 1).  
Os dados citados acima corroboram os de Benatti et al. (1982) e de Mawatari 
e Meurakami (2001), que evidenciaram exaustão quase imediata de GSH em 
eritrócitos incubados com t-BHP 1 mmol/l. 
Lopez-Revuelta et al. (2005) demonstraram que a exposição de eritrócitos a 
2 mmoles/l de t-BHP resultou em diminuição de 70% no conteúdo de GSH; Comar et 
al. (2008) obtiveram redução de cerca de 50% de GSH em eritrócitos normais com 
0,5 mmol/l de t-BHP, e Krukoski et al. (2009) verificaram diminuição de GSH com 




de t-BHP. Estes dados sugerem que a oxidação de GSH a GSSG é uma etapa 
importante na ação oxidante do t-BHP contra o eritrócito. 
A exposição dos eritrócitos ao t-BHP altera significativamente o conteúdo de 
diferentes formas da glutationa intracelular. A GSH é rapidamente oxidada e parte 
da GSSG é consumida na formação de dissulfetos mistos de glutationa com 
proteínas da célula. Os processos de oxidação da oxi-Hb e peroxidação lipídica 
ocorrem em paralelo e começam após a conclusão da oxidação intracelular da GSH 
(DOMANSKI; LAPSHINA; ZAVODNIK, 2005). 
Tratando-se os eritrócitos normais previamente com soluções de vitamina C 
em concentrações de 0,1 a 10 mmoles/l, com posterior ação oxidante de t-BHP a 
1 mmol/l, observou-se que os níveis de GSH também diminuíram; ou seja, não 
houve proteção pelo antioxidante (Figura 17). 
Estes dados são concordantes com os de estudos prévios realizados neste 
laboratório, que não indicaram qualquer ação da vitamina C no sentido de proteger a 
depleção ou recuperar a concentração de GSH nas concentrações testadas 
(CLARO; LEONART; DO NASCIMENTO, 2006; CHAVES; LEONART; DO 
NASCIMENTO, 2008; KRUKOSKI et al., 2009). 
Em eritrócitos normais previamente tratados com soluções de HU em 
concentrações de 0,125 a 1 mmol/l, com posterior incubação com t-BHP 1 mmol/l, 
observou-se que os níveis de GSH também diminuíram; ou seja, a HU não 
demonstrou atividade protetora frente ao consumo da GSH (Figura 18). 
Silva et al. (2011) determinaram os níveis de GSH em eritrócitos de 
indivíduos normais e de pacientes com AF, em tratamento com HU ou não. Estes 
autores encontraram maiores níveis de GSH nos pacientes com AF em relação aos 
normais, sem diferenças entre pacientes tratados e não tratados com HU. 
Teixeira Neto et al. (2011) mostraram níveis de GSH significativamente 
maiores em pacientes com AF tratados com HU, quando comparados a pacientes 
não tratados. 
Na literatura existem valores discordantes sobre o comportamento da GSH 
na AF. Rice-Evans, Omorphos e Baysal (1986) relataram não haver diferenças na 
concentração de GSH em pacientes com AF. Outros autores sugerem que pacientes 
com AF possuem tendência a apresentar menores concentrações de GSH 
eritrocitária (ASLAN; THORNLEY-BROWN; FREEMAN, 2000; CHAVES; LEONART; 




pela grande diversidade clínica de pacientes com AF e, até mesmo, pela 
variabilidade técnica na determinação da GSH (HENNEBERG, 2013). Vale ressaltar 
também que os estudos citados acima foram realizados in vivo, o que permitiria 
variações na produção de GSH decorrentes do tratamento com HU, ou mesmo, de 
outros fatores. 
 
6.2 META-HEMOGLOBINA (META-Hb) 
 
 
Em eritrócitos normais, observou-se aumento na concentração de  
meta-Hb após incubação com o agente oxidante t-BHP 2 mmoles/l, com diferença 
significante em relação aos níveis basais (Tabela 2).  
Chaves, Leonart e do Nascimento (2008), Krukoski et al. (2009), Santos et al. 
(2009) e Hermann (2011) obtiveram resultados semelhantes. Zavodnik et al. (1998) 
e López-Revuelta et al. (2005) demonstraram que a exposição de eritrócitos ao  
t-BHP resulta em diminuição exponencial do conteúdo de Hb, com oxidação quase 
completa e formação de meta-Hb.  
Em eritrócitos normais previamente tratados com soluções de vitamina C em 
concentrações de 0,1 a 10 mmoles/l, com posterior ação oxidante de t-BHP a 
2 mmoles/l, observou-se que as concentrações de meta-Hb também aumentaram; 
ou seja, não houve proteção do antioxidante, sem diferenças estatisticamente 
significantes (Figura 19). 
Krukoski, et al (2009) demonstraram que a pré-incubação dos eritrócitos com 
vitamina C, em concentrações de 5 a 60 mmoles/l, inibiu parcialmente a formação de 
meta-Hb por t-BHP 2 mmoles/l. Chaves, Leonart e do Nascimento (2008) 
demonstraram que concentrações de vitamina C entre 0,1 e 20 mmoles/l não foram 
suficientes para interagir com a grande quantidade de RL gerados devido à reação 
do eritrócito com o t-BHP, o que explica a ineficácia da vitamina C frente à formação 
de meta-Hb constatada no presente estudo. 
Para eritrócitos normais incubados com HU em concentrações de 0,125 a 
1 mmol/l, foram observados resultados similares aos obtidos com a vitamina C; ou 





Agil e Sadrzadeh (2000) demonstraram que a HU é capaz de inibir 
significativamente a formação de meta-Hb em eritrócitos de indivíduos normais 
expostos ao t-BHP. Entretanto, eles utilizaram em seu trabalho concentrações mais 
elevadas de HU, o que pode explicar a divergência em relação aos nossos 
resultados.   
A meta-Hb aumenta a produção de ERO no interior do eritrócito, ocasionando 
mais estresse oxidativo na célula, que pode ser observado através de mudanças no 
citoesqueleto da membrana eritrocitária. Com isto o eritrócito torna-se mais 
vulnerável para sua eliminação pelo sistema imune, com consequente hemólise. A 
lise do eritrócito libera Hb e meta-Hb, que iniciam outro ciclo para amplificar o 
processo hemolítico. Desta forma, a meta-Hb é um mediador na formação de ERO, 
importante para a hemólise (BALAJI; TRIVEDI, 2012). 
 
 
6.3 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (ERO) 
 
 
A produção de ER é parte integrante do metabolismo humano e é observada 
em diversas condições fisiológicas. ERO tem importantes funções biológicas, como 
na fagocitose, fenômeno em que essas espécies são produzidas para eliminar o 
agente agressor. Quando a produção de ERO é exacerbada, o organismo dispõe de 
um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilíbrio 
(VASCONCELOS et al., 2007). 
O estresse oxidativo resulta do desequilíbrio entre os sistemas pró e 
antioxidantes, e este desequilíbrio entre a produção e a eliminação de ERO pode 
danificar a membrana lipídica, bem como proteínas e ácidos nucleicos, resultando 
em morte celular ou função celular alterada (MAGALHÃES, 2011). 
Com relação ao processo de formação de ERO induzida pelo agente oxidante 
t-BHP 175 µmoles/l, observou-se aumento significativo em relação ao estado basal 
(p<0,05; teste de Tukey). O processo oxidativo induzido por t-BHP em eritrócitos se 
faz pela rápida oxidação de GSH por ação de GSH-Px e pela reação entre t-BHP e 
Hb, com formação de RL e meta-Hb (DOMANSKI; LAPSHINA; ZADODNIK, 2005). 
Em eritrócitos normais previamente tratados com soluções de vitamina C em 




175 µmoles/l, observou-se menor formação de ERO apenas nas amostras tratadas 
com as maiores concentrações do antioxidante (Figura 21). 
A vitamina C é um conhecido agente redutor que, em pH fisiológico, encontra-
se na forma de Asc-, forma que atua como antioxidante, apresentando intensa 
atividade contra ERO e ERN geradas em meio hidrofílico (BIANCHI; ANTUNES, 
1999; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 
 O Asc- pode atuar diretamente nas membranas celulares, por impedir o início 
da peroxidação lipídica ou, indiretamente, por regenerar a vitamina E, que atua 
como antioxidante na face lipofílica da membrana (BARREIROS; DAVID; DAVID, 
2006).  
Tratando-se os eritrócitos normais previamente com soluções de HU em 
concentrações de 0,25 a 2 mmoles/l, com posterior ação oxidante de t-BHP 
175 µmoles/l, observou-se menor formação de ERO nas amostras tratadas com HU 
a 0,5; 1 e 2 mmoles/l, demonstrando efeito protetor na produção de ERO  
(Figura 22). 
Em estudos recentes, demonstrou-se que a HU é oxidada para formar o 
carbamil nitroso, que, por sua vez, sofre hidrólise formando compostos 
intermediários, como o NO e o HNO. O metabolismo da HU é muito similar ao do 
ácido hidroxâmico, com produção de HNO, NO e acil nitroso, composto que 
apresenta grande afinidade por RL (KOVACIC, 2011).  
Liu et al. (2010) e Koneié (2011) demonstraram que a HU possui atividade 
sequestrante de RL em reações com 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Com os 
resultados obtidos neste estudo pode-se sugerir a confirmação dessa atividade, uma 
vez que a quantidade de ERO formada após tratamento com a HU é menor em 
relação às amostras tratadas com o t-BHP.  
O aumento da produção de ERO altera a homeostase do NO, fator importante 
da patogênese da AF. Neste contexto, a evidência de que a HU atua como um 
doador de NO é baseada em relatos de aumento dos níveis de metabólitos de NO, 
bem como de GMPc em pacientes com DF dentro de 1-2 h após a administração da 
droga (GLADWIN, et al., 2002; KING, 2004). 
A indução da síntese de Hb F pela HU resulta em diminuição da hemólise, 
limitando a produção de ERO e o sequestramento do NO (CHARACHE et al., 1987; 




literatura, sugere que a HU poderia ter influenciado, quando empregada como 
agente terapêutico, pela diminuição da formação de ERO em pacientes com AF. 
 
 
6.4 SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS) 
 
 
A membrana plasmática é um local crítico para a ação de ERO e reações 
oxidativas, com ácidos graxos poli-insaturados e proteínas transmembrana, 
contendo aminoácidos suscetíveis aos danos oxidativos. A peroxidação da 
membrana gera subprodutos como o MDA, alcanos e hidroperóxidos, considerados 
ótimos marcadores do estimulo pró-oxidante (BELINI JR, 2012). 
As técnicas analíticas atualmente disponíveis são baseadas na reação com o 
TBA, originando um complexo MDA-TBA, que pode ser determinado por 
espectrofotometria, fluorometria ou cromatografia líquida (MYLONAS; KOURETAS, 
1999; AUGUSTO, 2006). Apesar do MDA ser o composto mais reativo com o TBA 
dentre os produtos de peroxidação lipídica, o método se refere a substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), e não especificamente ao MDA 
(WASOWICZ; NÈVE; PEREZ, 1993). 
A peroxidação das membranas biológicas leva ao aumento de sua rigidez e 
consequente comprometimento das suas funções. Esta peroxidação se caracteriza 
por uma reação em cadeia em que a oxidação inicial de poucas moléculas de 
lipídeos pode resultar em significativo dano tissular (MYLONAS; KOURETAS, 1999; 
AUGUSTO, 2006). 
A exposição de eritrócitos normais à ação oxidativa de t-BHP 2 mmoles/l 
levou a aumento na concentração de TBARS, com diferenças estatisticamente 
significantes em relação ao valor basal (p<0,05; teste de Tukey) (Tabela 3).  
López-Revuelta et al. (2005) e Hermann (2011) também demonstraram que a 
exposição de eritrócitos ao t-BHP resultou em aumento considerável na produção de 
TBARS. 
Tratando-se os eritrócitos normais previamente com soluções de vitamina C 
em concentrações de 0,1 a 10 mmoles/l, com posterior ação oxidante de t-BHP 
2 mmoles/l, observou-se diminuição na formação de TBARS (Figura 23).  Em 




diferenças significantes em relação ao basal, demonstrando que, nessas 
concentrações, a vitamina C é muito eficiente para proteger o eritrócito contra a 
peroxidação lipídica da membrana.  
Niki et al. (1995) demonstraram que a vitamina C é capaz de diminuir a 
peroxidação lipídica por sequestrar RL hidrofílicos. Farias et al. (2012), em estudo 
com pacientes com hepatite C em tratamento com vitaminas C e E, também 
observaram diminuição significativa de TBARS após administração do antioxidante. 
Em eritrócitos normais previamente tratados com soluções de HU em 
concentrações de 0,125 a 1 mmol/l, com posterior incubação com t-BHP 2 mmoles/l, 
observou-se que esta substância parece apresentar potencial proteção da 
peroxidação lipídica, uma vez que foi capaz de diminuir significativamente a 
produção de TBARS em relação às amostras incubadas apenas com o t-BHP 
2 mmoles/l (p<0,05; teste de Tukey). O tratamento das amostras com HU a 1 mmol/l 
pareceu ser muito eficiente, já que os valores de TBARS encontrados não foram 
significativamente diferentes do basal (Figura 24).  
Em pesquisa realizada por Manfredini et al. (2008), foi constatada a presença 
de níveis elevados de MDA em eritrócitos de pacientes com AF sem uso de HU, em 
comparação a eritrócitos normais de grupo controle.  
Elias et al. (2010) encontraram níveis elevados de MDA em eritrócitos de 
pacientes com AF, em tratamento com HU ou não. Os pacientes que faziam 
tratamento com HU apresentaram concentrações menores e mais homogêneas de 
MDA, porém sem diferenças significativas em relação aos pacientes com AF não 
tratados com HU e ao grupo controle. De acordo com os autores, estes resultados 
sugerem que houve dano oxidativo em todos os pacientes, independentemente do 
tratamento com HU, sugerindo que o curto período de tratamento com o 
medicamento possa ser um dos fatores responsáveis por esses resultados. 
Em contrapartida, Silva et al. (2011) constataram que o uso da HU melhorou 
as defesas antioxidantes de pacientes com AF, contribuindo para o aumento da 
atividade de CAT e diminuição de 35,2% nos níveis de peroxidação lipídica.  
Belini Jr. et al. (2012) também observaram diminuição na peroxidação 
lipídica em eritrócitos de pacientes em tratamento associado de deferasirox (DFX) e 
HU. Resultados semelhantes foram encontrados em experiências feitas por Agil e 
Sadrzadeh (2000) nas quais a HU foi capaz de proteger a membrana dos glóbulos 




Torres et al. (2012) demonstraram haver menor formação de TBARS em 
pacientes com AF em tratamento com HU. Observaram, ainda, que havia correlação 
negativa entre a formação de TBARS e os níveis de Hb F, relacionando-a com a 
propriedade antioxidante da HU. 
A HU pode aumentar a capacidade antioxidante de glóbulos vermelhos 
falciformes pela indução da expressão da GSH-Px por dois mecanismos distintos: 
um que envolve a ativação da via do p53 pela inibição da síntese de DNA pela HU e 
outro envolvendo a ativação da via do GMPc pelo NO fornecido pela HU (CHO et al., 
2010).  
A GSH-Px é uma enzima mitocondrial e citoplasmática que detoxifica o H2O2 
e remove hidroperóxidos lipídicos formados na membrana, utilizando a GSH como 
co-fator (JOHNSON et al., 2002). 
A peroxidação lipídica é baixa em eritrócitos de indivíduos normais porque o 
O2• e o H2O2 produzidos como resultado da auto-oxidação da Hb são facilmente 
removidos pela enzima SOD. O papel da GSH-Px é, portanto, relativamente menor 
nas hemácias normais. Em eritrócitos de pacientes com DF, a taxa de auto-oxidação 
da Hb é aumentada e a quantidade de SOD é reduzida, levando a um aumento da 
peroxidação lipídica. Além disso, a quantidade de Fe ligado à membrana é maior 
nesses pacientes, o que eleva ainda mais a peroxidação dos lipídios da membrana 
plasmática, devido à produção de radicais OH• (JAIN; SHOHET, 1984; REPKA; 
HEBBEL, 1991).   
 
 
6.5 PORCENTAGEM DE HEMÓLISE 
 
 
Pela sua suscetibilidade à peroxidação lipídica, os eritrócitos são usados 
como modelo para avaliação do dano oxidativo em biomembranas. Os eritrócitos 
são facilmente atacados por RL pela presença de grandes quantidades de ácidos 
graxos em sua membrana e do O2 que transportam, ambos potentes promotores de 
ERO. A exposição dos eritrócitos a condições oxidativas, por sucessivas reações 
mediadas pelos RL, leva à hemólise (MARTINEZ et al., 2012). 
A extensão da hemólise de eritrócitos normais foi determinada através da 




eritrocitária. A extensão da hemólise induzida pelo AAPH é diretamente proporcional 
à quantidade de radicais formados (NIKI et al., 1988; KONDO; TAKAHASHI; NIKI, 
1997). 
Os resultados deste estudo foram descritos em porcentagens, considerando-
se como 100% de hemólise quando se diluiu uma suspensão de eritrócitos 
(hematócrito 10%) em água destilada na diluição 1:2.  
Submetendo-se os eritrócitos normais à ação de AAPH 200 mmoles/l, ocorreu 
um aumento significativo nas porcentagens de hemólise, com diferenças 
significativas em relação ao valor basal (Tabela 4). Niki et al. (1988) obtiveram 
resultados semelhantes em eritrócitos de coelhos e verificaram que quanto maior a 
concentração de AAPH, mais rapidamente ocorria a hemólise. 
Tratando-se os eritrócitos normais previamente com soluções de vitamina C 
em concentrações de 0,1 e 1 mmol/l, com posterior ação oxidante de AAPH 200 
mmoles/l, observou-se proteção parcial contra indução da hemólise. No tratamento 
com solução de vitamina C a 10 mmoles/l houve proteção total, com 8,78 ± 2,62% 
de hemólise, em comparação a 7,03 ± 1,9% em condições basais, sem diferença 
estatística significativa (Figura 25). 
Nossos resultados são concordantes com os de Niki et al. (1988), que 
descreveram que antioxidantes solúveis em água, como ácido úrico e ácido 
ascórbico, suprimiram a hemólise em eritrócitos de coelho induzidas pelo AAPH. Os 
antioxidantes eram capazes de sequestrar o LOO• antes que estes atacassem a 
membrana eritrocitária, protegendo-a de danos causados pelo estresse oxidativo. 
Em estudos prévios realizados neste laboratório relatou-se que amostras 
tratadas com vitamina C apresentaram pouca ou nenhuma proteção contra a 
hemólise. No entanto, os agentes oxidantes utilizados foram fenil-hidrazina (CLARO; 
LEONART; DO NASCIMENTO, 2006) e t-BHP (CHAVES; LEONART; DO 
NASCIMENTO, 2008), com pequena extensão da hemólise nos dois casos, o que 
dificultou a interpretação do efeito protetor da vitamina C.  
Em eritrócitos normais previamente tratados com soluções de HU em 
concentrações de 0,125 a 1 mmol/l, com posterior incubação com AAPH 
200 mmoles/l, observou-se proteção parcial contra indução da hemólise em todas as 
concentrações testadas (Figura 26). 
Olnes et al. (2009) relataram diminuição das concentrações de lactato 




da HU, sugerindo redução do processo hemolítico. De acordo com outros autores, a 
indução da síntese de Hb F em pacientes com AF tratados com HU causa 
diminuição da hemólise, limitando a produção de ERO e o sequestramento do NO, 
com consequentes diminuição do estresse oxidativo e aumento da biodisponibilidade 
do NO (CHARACHE et al., 1987; DASGUPTA; FABRY; KAUL, 2010). 
Os resultados obtidos neste estudo, em concordância com os dados citados 
na literatura, sugerem que a HU é capaz de proteger os eritrócitos frente à hemólise. 
A ação sugerida da HU de diminuir o processo oxidativo por sua capacidade de 
sequestrar RL e de quelar íons Fe+2 (KONEIÉ, 2011; KOVACIC, 2011) poderia 
explicar a sua ação protetora.  
 
 




Alterações da via das pentoses e do metabolismo da glutationa dão origem a 
síndromes hemolíticas, que têm em comum a geração comprometida de GSH e, 
como resultado, a desnaturação oxidativa da Hb e de outras proteínas dos eritrócitos 
(LUKENS, 1998). 
A G6-PD catalisa o primeiro passo da via das pentoses fosfato, reduzindo 
NADP a NADPH, necessária para a redução da GSSG a GSH, que protege os 
eritrócitos contra danos oxidativos, sendo uma enzima de defesa antioxidante 
considerada como modulador essencial nas células. Então, células deficientes em 
G6-PD, especialmente os eritrócitos, são suscetíveis a danos causados por ERO e 
estresse oxidativo (FARHUD; YAZDANPANAH, 2008). 
Os resultados obtidos para as atividades enzimáticas de G6-PD mostraram 
diminuição das mesmas com a adição do oxidante t-BHP, com diferenças 
significativas em relação aos valores basais (p<0,0001; teste de Tukey) (Tabela 5). 
Müller et al. (1991) demonstraram que a atividade da enzima foi levemente 
inibida por RL gerados pela decomposição catalítica do t-BHP. Chaves, Leonart e do 
Nascimento (2008), Krukoski et al. (2009) e Hermann (2011) verificaram um 




Santos et al. (2009) observaram ligeira diminuição, porém não significativa, na 
atividade da enzima apenas na concentração de 5 mmoles/l de t-BHP.  
A queda da atividade enzimática pode ser devida à desnaturação da molécula 
proteica, causada por oxidações, rupturas ou outros ataques que possam alterar 
espacialmente o seu centro ativo ou sítio alostérico (LEONART, 1994). 
A perda de atividade enzimática associada à membrana pode resultar de 
processos de danificação, incluindo polimerização por RL ou por aldeídos e ruptura 
de inserções lipídeo-proteina (BIDLACK; TAPPEL, 1973). 
Em eritrócitos normais, previamente tratados com soluções de vitamina C em 
concentrações de 0,1 a 10 mmoles/l, e, posteriormente, submetidos à ação oxidante 
de 5 mmoles/l de t-BHP, também houve diminuição na atividade da G6-PD 
(Figura 27). Resultados semelhantes foram obtidos por Chaves, Leonart e do 
Nascimento (2008), que relataram não haver diferenças significativas entre os níveis 
de G6-PD após a ação do t-BHP e os níveis encontrados pela ação do antioxidante. 
Tratando-se os eritrócitos normais previamente com soluções de HU em 
concentrações de 0,125 a 1 mmol/l, com posterior incubação com t-BHP 5 mmol/l, 
observou-se proteção parcial da atividade enzimática da G6-PD apenas nos 
eritrócitos tratados com HU nas concentrações de 0,5 e 1 mmol/l, com diferenças 
significativas em relação à incubação com t-BHP (p<0,0001; teste de Tukey) 
(Figura 28). 
A avaliação de um possível efeito protetor da HU sobre os danos oxidativos 
induzidos nos eritrócitos demonstrou proteção parcial, observada principalmente nos 
testes de dosagem de TBARS, das porcentagens de hemólise, da formação de ERO 
e da atividade de G6-PD.  
No entanto, é importante continuar os estudos a respeito da ação da HU no 
metabolismo oxidativo eritrocitário. Na sequência deste estudo pode-se, por 
exemplo, investigar parâmetros de estresse oxidativo, in vivo, antes e durante a 
terapia com HU de pacientes com doenças que apresentam estresse oxidativo 
celular exacerbado, como a AF. Estudos como esses poderão abrir horizontes para 





7 CONCLUSÕES  
A avaliação do metabolismo oxidativo em eritrócitos de indivíduos normais, 
incubados com vitamina C ou HU e, posteriormente, submetidos a estresse 
oxidativo, in vitro, permitiu concluir que:  
 
a) Sob estresse oxidativo, o emprego de vitamina C: 
 Não protegeu contra a diminuição de GSH, a formação de meta-Hb ou 
a redução da atividade da G6-PD;  
 Em algumas concentrações, protegeu contra a formação de TBARS, de 
ERO e a indução de hemólise. 
 
b) Sob estresse oxidativo, o emprego da HU: 
 Não protegeu contra a diminuição de GSH e a formação de  
meta-Hb; 
 Em algumas concentrações, protegeu contra a formação de TBARS, de 
ERO, a indução de hemólise e a redução da atividade da G6-PD. 
 
c) A ação oxidante de t-BHP ocasionou:  
 Diminuição nos níveis de GSH; 
 Aumento na formação de meta-Hb e TBARS; 
 Aumento acentuado na formação de ERO; 
 Diminuição da atividade de G6-PD.  
 
d) A ação oxidante de AAPH (200 mmoles/l) ocasionou:  
 Elevação nos índices de hemólise.  
 
A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se sugerir que a vitamina C 
e a HU possuem a capacidade de prevenir parcialmente os danos oxidativos 
induzidos in vitro, principalmente no que se refere à formação de TBARS e ERO, 
bem como aos índices de hemólise. Desta forma, o uso terapêutico de vitamina C ou 
de HU pode estar correlacionado com a diminuição do estresse oxidativo e com a 
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Nós, Andressa Comelli Ballem, Prof. Aguinaldo José do Nascimento e Prof.a Maria Suely Soares 
Leonart, pesquisadores da Universidade Federal do Paraná, estamos convidando você, adulto que 
não apresenta sinais ou sintomas de anemia ou de doença hemolítica, a participar de um estudo 
intitulado “ESTUDO DO EFEITO DA HIDROXIUREIA EM ERITRÓCITOS NORMAIS, SUBMETIDOS 
À OXIDAÇÃO POR TERC-BUTILHIDROPERÓXIDO”, que vai pesquisar a ação do medicamento 
hidroxiureia nas células vermelhas do sangue. É através de pesquisas como esta que ocorrem os 
avanços na medicina e sua participação é de fundamental importância. 
 
a) O objetivo desta pesquisa é estudar os efeitos antioxidantes da hidroxiureia, medicamento 
amplamente utilizado no tratamento de leucemias e anemia falciforme, sobre o metabolismo de 
células vermelhas ou eritrócitos de pessoas normais, comparando com estudos em células de 
pessoas com anemia falciforme. 
 
b) Caso você concorde em participar da pesquisa, seus dados pessoais, como sexo, idade, 
estado de saúde e uso de medicamentos, serão coletados. Além disso, será necessário coletar 
uma amostra de aproximadamente 10 ml seu sangue.  
 
c) Para tanto você deverá comparecer ao Laboratório Clínico Escola da Universidade Federal do 
Paraná - (Av. Pref. Lothário Meissner, 632 - Jardim Botânico) onde o processo de coleta de 
sangue durará aproximadamente 5 minutos.  
 
d) O tubo no qual seu sangue coletado for armazenado será identificado com um código, com a 
garantia de que seu nome não venha a ser divulgado.   
 
e) É possível que você experimente algum desconforto relacionado com a coleta de sangue, cujos 
maiores riscos podem ser: dor no momento da coleta e, raramente, aparecimento de manchas 
roxas no local da coleta, que desaparecerão em poucos dias. 
 
f) Os benefícios esperados com essa pesquisa são: 1) Melhorar os conhecimentos sobre a ação 
da hidroxiureia em células vermelhas humanas; 2) Comparar o comportamento de células 
vermelhas humanas normais expostas a agentes oxidantes, após tratamento com hidroxiureia, 
com dados obtidos a partir de estudos em células de pacientes com anemia falciforme. Nem 
sempre você será diretamente beneficiado com os resultados desta pesquisa, mas poderá 
contribuir para o avanço científico. 
 
g) As pesquisadoras responsáveis por este estudo: Andressa Comelli Ballem 
(andressa.ballem@yahoo.com.br) e Prof. Dra. Maria Suely Soares Leonart (msue@ufpr.br) 
farmacêuticas, poderão ser contatados de segunda a sexta-feira, das 14 às 18h, no Laboratório 
de Citologia Clínica da Universidade Federal do Paraná, situado na Rua Lothário Meissner, 632 
– Jardim Botânico, Curitiba – PR, ou pelos telefones (41) 3360-4084 ou 3360-4088, para 
esclarecer eventuais dúvidas que você possa ter e fornecer-lhe as informações que queira, 
antes, durante ou depois de encerrado o estudo.  
 
h) A sua participação neste estudo é voluntária e se você não quiser mais fazer parte da pesquisa 
poderá desistir a qualquer momento, sem nenhum tipo de penalização, e solicitar que lhe 
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i) Todos os dados coletados serão mantidos de forma confidencial. Os dados coletados serão 
usados para a avaliação do estudo. Membros das Autoridades de Saúde ou do Comitê de Ética 
podem revisar os dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em publicações 
científicas sobre o assunto pesquisado. Porém, sua identidade não será revelada sob nenhuma 
circunstância. Se qualquer informação for divulgada em relatório ou publicação, isto será feito 
sob forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.  
 
j) As despesas necessárias para a realização da pesquisa (exames laboratoriais) não são de sua 
responsabilidade e pela sua participação no estudo você não receberá qualquer valor em 
dinheiro. Você terá a garantia de que problemas como: hematomas e dor no local da punção 
para coleta do sangue decorrentes do estudo serão assistidos no próprio Laboratório Clínico 
Escola da Universidade Federal do Paraná - (Av. Pref. Lothário Meissner, 632 - Jardim 
Botânico). 
 





Eu,_____________________________________________________ li esse termo de 
consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A 
explicação que recebi menciona os riscos e benefícios. Eu entendi que sou livre para interromper 
minha participação a qualquer momento sem justificar minha decisão e sem que esta decisão afete 
meu tratamento. Fui informado que serei atendido sem custos para mim se eu apresentar algum 




Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo, e autorizo a coleta e uso do 
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